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6Zusammenfassung
Die Störung von Apoptose-Signalwegen spielt eine zentrale Rolle sowohl bei der
Tumorentstehung als auch bei der Entwicklung von Therapieresistenz in malignen Tumoren.
Von besonderer Bedeutung für das Ansprechen auf zytotoxische Tumortherapien sind die
Komponenten des mitochondrialen Apoptosesignalwegs und dessen übergeordneten
Regulatoren. Durch die Analyse solch zentraler Regulatoren der Apoptose, wie den
Mitgliedern der Bcl-2 Genfamilie, des p53- und des Rb-Signalwegs, konnten Patienten mit
guter bzw. schlechter Prognose identifiziert werden. Hierbei zeigte sich, dass die kombinierte
Analyse von einander nachgeschalteten Signalwegkomponenenten, wie z.B. p53 und Bax, der
Analyse einzelner Markergene überlegen ist. Solche Signalweganalysen konnten bei akuten
und chronischen Leukämien, Kolon-, Ösophagus-, und Mammakarzinomen erfolgreich
durchgeführt werden. Neben diesen deskriptiven genetischen Analysen an Tumorproben
ermöglichte die funktionelle Manipulation dieser Signalwege die Sensibilisierung von
Tumorzellen für Chemo-, Radio- und auch biologische Therapien. Mittels nicht-viraler, retro-
und adenoviraler Gentransfervektoren wurden Regulatoren der Apoptose, wie z.B. Apoptose-
fördernde Mitglieder der Bcl-2 Genfamilie, das Tumorsuppressorgen p14ARF oder auch
Procaspase-3 in Tumorzellen eingebracht, um Resistenzen zu überwinden bzw. um direkt
Zelltodsignalwege in den malignen Zellen zu aktivieren. Signalweganalysen sowohl in
primärem Tumorgewebe von Patienten als auch in Zellinienmodellen identifizierten die
hierfür notwendigen Komponenten der betreffenden Signalwege. Von besonderem Interesse
war hierbei, dass durch die genetische Manipulation von Apoptose- und Zellzyklus-
Regulation Signaldefekte in resistenten Tumoren umgangen und überwunden wurden. Dies
könnte in Zukunft als mögliche Basis für neue, molekulare Therapieansätze in der
Tumortherapie dienen.
71. Einleitung
Die Regulation von Zellproliferation und Zelltod erfolgt durch eng miteinander verknüpfte
Signalwege. In normalen und ausgereiften, adulten, sich aber dennoch ständig selbst
erneuernden Geweben besteht ein dynamisches Gleichgewicht zwischen Zellproliferation
durch mitotische Teilung und Zelluntergang durch programmierten Zelltod (Apoptose)1-3.
Beide Phänomene werden durch komplizierte Regulationssysteme engmaschig kontrolliert 4,5.
Dies spiegelt sich auch in der Bedeutung dieser beiden zellbiologischen Phänomene bei der
Entstehung von benignen 6 und malignen Tumoren wieder 7-12.
Tumorentstehung wird somit nicht nur durch die ungehemmte Aktivierung von Zellzyklus-
aktivierenden Signalwegen erleichtert, sondern auch durch die Inaktivierung von
Zelltodsignalwegen 13. Beide Ereignisse und die beteiligten Signalwege sind eng miteinander
verknüpft und eine onkogene Kooperation zwischen Zellzyklus- und Apoptose-Deregulation
konnte z.B. bei der malignen Transformation durch das c-myc und das Bcl-2 Gen in
transgenen Mäusen gezeigt werden 14. Überexpression von Bcl-2 im B-Zellkompartiment
allein löst im Tiermodell Hyperplasie der B-Zellregionen in den Lymphgeweben aus. Die
spontane Aktivierung oder transgene Überexpression des c-myc Gens führte hingegen zu
hochmalignen B-Zell-Lymphomen. Ebenso fördert, z.B. das K-Ras Onkogen nicht nur
Zellwachstum, sondern hemmt auch Zelltod-Signalwege 15.
Alle malignen Tumore weisen solche Störungen der Proliferations- und der Zelltodkontrolle
auf (Abb. 1). Maligne Tumore sind häufig genetisch instabil und akkumulieren nach den
initialen transformierenden genetischen Ereignissen weitere, sekundäre genetische
Veränderungen 16. Dies kann zu einem weiteren Verlust der Proliferationskontrolle und noch
stärkerer Apoptose-Resistenz führen. Solche Veränderungen werden im Rahmen der
Tumorprogression beobachtet, d.h. bei der Entstehung aggressiverer und Therapie-resistenter
Tumore, z.B. im Rahmen einer Chemo- oder Strahlentherapie.
8Abb. 1: Balance von Zellvermehrung und Zelluntergang.
In normalem Gewebe herrscht ein Gleichgewicht zwischen Zellproliferation und Zelltod.
Unerwünschte Zellen werden durch Apoptose eliminiert. In malignen Tumoren entsteht ein
Ungleichgewicht: Zellproliferation nimmt zu und Apoptose ist gehemmt. In der malignen
Progression, z.B. durch Entstehung von Resistenz gegen zytotoxische Therapien oder bei
Metastasierung, nimmt diese Imbalance weiter zu.
Neuere Daten zeigen, dass die Hemmung von Zelltod zumeist nicht direkt an der eigentlichen
malignen Transformation beteiligt ist, sondern nur das Überleben der betroffenen Zellen
verlängert, es entsteht ein hyperplastisches Gewebe mit erhöhtem Zellgehalt 17. Hierdurch
wird allerdings die Akkumulation genetischer Veränderungen erleichtert, die dann sekundär
zum Verlust der Proliferationskontrolle führen. Beide Phänomene können also nicht isoliert
betrachtet werden, und die beteiligten Signalwege sind auf einer Vielzahl von Ebenen
engmaschig miteinander verknüpft.
2. Regulation der Apoptose
Programmierter Zelltod, Apoptose, wird durch distinkte Signale und Signalwege reguliert
(Abb.!2). Ein diesen Signalwegen gemeinsames Prinzip ist die Ausbildung eines
zytosolischen Signaltransduktionskomplexes (DISC; Death-inducing signaling complex), an
die sich eine kaskadenartig verstärkende Aktivierung einander nachgeschalteter Apoptose-
9fördernder Faktoren anschließt, welche die Aktivierung exekutierender Enzyme, der Caspasen
vermitteln 18. Dies ist ein evolutionär konserviertes Prinzip, das zu solch archaischen
Organismen wie dem Wurm Cenorhabditis elegans und wahrscheinlich noch älteren
Organismen wie Schleimpilzen (Dictyostelium) und sogar Bakterien zurückverfolgt werden
kann 2,5.
Abb. 2: Apoptose-Signalwege
Das grundlegende Konzept der Aktivierung und Hemmung der Apoptose-Signalkaskade kann
evolutionsgeschichtlich bis zu archaischen Organismen wie dem Nematoden Cenorhabditis
elegans zurückverfolgt werden. Der humane Apoptosehemmer Bcl-2 ist ein Homolog des C.
elegans ced-9 Gens (C. elegans death Gen-9), das Apoptose-fördernde Bax ist ein Homolog
von egl-1, APAF-1 enthält eine Domäne mit Homologie zu ced-4 und Caspase-3 ist ein
Homolog von ced-3. Die Aktivierung eines Zelltod-Effektors wie Bax führt zur Bildung eines
Apoptose-induzierenden Signalkomplexes (Death-inducing signaling complex, DISC) und zur
Aktivierung von Initiator-Caspasen. Bak lokalisiert besonders ausgeprägt auch im
Endoplasmatischen Retikulum (ER) und kann dort die Apoptose-Induktion nach ER-Streß
vermitteln (z.B. bei Unfolded Protein Response, UPR). Analog hierzu wird bei Aktivierung
von Death-Rezeptoren durch die entsprechenden Liganden ein zytoplasmatischer DISC aus
z.B. dem Adapterprotein FADD und der Procaspase-8 gebildet. Die Initiator-Caspasen
aktivieren Downstream-Caspasen, die den apoptotischen Zelltod exekutieren. Inhibitoren
können diese Signalwege auf jeder Ebene inhibieren; auf der Ebene der Aktivatoren (z.B. Bcl-
2), der Adapter (z.B. Bcl-2, FLIP, SOD, CARD-9), bzw. auf der Ebene der Caspasen: FLIPL
und IAPs.
CED: C. elegans death gene, ER: endoplasmatic reticulum, UPR: unfolded protein response,
SOD: silencer of death domain. FLIPS: short splice variant of Fas-linked inhibitory protein,
FLIPL: long splice variant of FLIP, FADD: Fas-associated death domain, IAP: inhibitor of
apoptosis proteins, CARD: caspase-recruitment domain.
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Die bisher am besten molekular definierten DISC-Signalwege werden durch Mitochondrien 19
und die Death-Rezeptoren der TNF-Rezeptorsuperfamilie vermittelt 18,20. Seit kurzem gibt es
Hinweise, dass auch andere Zellkompartimente wie das endoplasmatische Retikulum (ER)
über die Aktivierung der Caspase-12 Apoptose induzieren können, z.B. bei Stressreaktionen
des ER im Rahmen deregulierter Entleerung des Calcium-Speichers oder massiver
Akkumulation pathologischer Proteine (Unfolded Protein Response, UPR) bei Virus-
Infektionen oder Amyloid-Protein beim M. Alzheimer 5,21,22.
Die Ausbildung und Aktivierung eines DISC resultiert in der raschen Rekrutierung von
Inducer-Caspasen (wie der Caspase-2, -8, -9, -10, oder -12). Diese Inducer-Caspasen
aktivieren in der Signalkaskade nachgeschaltete Effektor-Caspasen (Caspase-3, -6 und -7), die
dann die Apoptose exekutieren und hunderte von regulatorischen Proteinen degradieren,
sowie andere Protease-Systeme und Endonukleasen aktivieren 23,24. Vergleichbar den
Enzymkaskaden der Blutgerinnung oder des Komplementsystems wird durch die Aktivierung
der Caspase-Signalkaskade eine lawinenartige Verstärkung des initialen Signals erreicht.
Hierdurch wird die irreversible Zerstörung der Zelle eingeleitet. Die Bildung eines DISC
wurde erstmals für Death-Rezeptor-vermittelte Apoptose für den CD95/Fas-Rezeptor
beschrieben 25. Durch Rezeptor-Oligomerisierung durch Bindung des Liganden oder durch
agonistische Antikörper erfolgt die Bindung von FADD (Fas associated death domain)
Adapterproteinen, die wiederum über ihre DED (Death Effektor Domäne) die Procaspasen-8
bzw. -10 rekrutieren können. SOD-Proteine (Silencer of Death Domain) können die
Rekrutierung von FADD hemmen 26. Ebenso können FLIP-Proteine die Bindung der
Procaspase-8 (kurze und lange Spleissvariante, FLIPS, FLIPL) bzw. die Aktivierung der
Procaspase-8 hemmen (FLIPL) 27.
Ein vergleichbarer Komplex (nicht homologer) Signalproteine wurde dann für den
mitochondrialen Apoptose-Signalweg definiert. Hier wird der DISC von dem zytosolischen
Adapterprotein APAF-1 gebildet, das mitochondriale Ko-Faktoren (Cytochrom c und ATP)
bindet und hierdurch aktiviert wird 28-30. Aktiviertes APAF-1 rekrutiert über die nun
zugängliche CARD-Domäne die Pro-Caspase-9, die sowohl im Zytosol lokalisiert ist, als auch
aus Mitochondrien freigesetzt wird. Dieser Proteinkomplex aus APAF-1, Cytochrom c und
Pro-Caspase-9, sowie ATP, stellt den mitochondrialen DISC dar, der auch als mitochondriales
Apoptosom bezeichnet wird.
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2.1 Death-Rezeptoren
Diese in der Plasmamembran lokalisierten Transmembran-Rezeptoren sind durch ihre
Primärstruktur repetitiver Cystein-reicher extrazellulärer Domänen charakterisiert, welche die
Trimerisierung dieser Rezeptoren vermitteln und die Bindung der ebenfalls trimeren Liganden
ermöglichen. Zusätzlich enthalten sie im intrazellulären Teil eine als Death-Domäne (DD)
bezeichnete Aminosäuresequenz, welche die Bindung von signaltransduzierenden
Adapterproteinen und die Bildung des DISC vermittelt 31,32. Gegenwärtig sind 6 Death-
Rezeptoren bekannt: Der 55 kDa TNF-Rezeptor (TNF-R1), CD95/Fas, die TRAIL-
Rezeptoren DR3, 4, und 5, sowie DR6 für den noch kein Ligand identifiziert wurde (Abb. 3).
Abb. 3: Schematische Darstellung von Death-Rezeptoren und neutralisierenden Decoy-
Rezeptoren.
Mitglieder dieser Untergruppe der TNF-Rezeptor-Superfamilie sind durch ihre intrazelluläre
Death-Domäne (DD) charakterisiert, die als graue Box schematisch dargestellt ist. Die 2 bis
4 Boxen im extrazellulären Teil symbolisieren homologe, Cystein-reiche Domänen, die für die
Bindung der Death-Liganden und Trimerisierung der Rezeptoren verantwortlich sind. Den
TRAIL Decoy-Rezeptoren DcR1 und DcR2 fehlt die intrazelluläre Domäne bzw. sie enthalten
nur eine trunkierte, funktionell inaktive DD. Osteoprotegerin (OPG) und DcR3 werden
sezerniert und sind lösliche, nicht membranständige Moleküle. Angegeben sind die jeweiligen
gebräuchlichen Bezeichnungen und deren Synonyme für die verschiedenen Death- und
Decoy-Rezeptoren.
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Sogenannte Decoy-Rezeptoren können Liganden der Death-Rezeptoren binden und
sequestrieren, da es sich entweder um lösliche Moleküle oder Rezeptoren ohne funktionelle
zytoplasmatische Death Domänen handelt 20,33. Die biologische Funktion der Decoy-
Rezeptoren für die Apoptose-Regulation, vor allem in vivo und für experimentelle
Tumortherapien mit Death-Liganden, wie z.B. TRAIL, ist jedoch noch völlig ungeklärt,
insbesondere die Frage, ob hierdurch Resistenzen gegenüber diesen Apoptose-induzierenden
Liganden ausgelöst werden können.
Die Bindung der entsprechenden Liganden (CD95/Fas Ligand 34, TNF (Tumor Nekrose
Faktor) oder TRAIL 35 (TNF-related apoptosis inducing ligand) vermittelt die Trimerisierung
der Death-Rezeptoren 36 und erhöht die lokale Konzentration der Rezeptoren am Ort der
Liganden-Bindung. Hierdurch wird auch die Rekrutierung der Adapterproteine FADD zur DD
des Rezeptor-Oligomers vermittelt 25 (Abb. 2 und Abb. 4; FADD, Fas associated death
domain; sowohl im TNF-R1 als auch CD95/Fas-Signalweg) bzw. RIP und RAIDD im TNF-
R1 Signalweg) 5,20. Die geclusterten Rezeptoren rekrutieren über diese Adapterproteine
Inducer-/Initiator-Procaspasen, die hierdurch zu den aktiven heterotetrameren Caspasen
gespalten und prozessiert werden. Caspase-8 ist die dominante Rezeptor-aktivierte Caspase
und wird z.B. von den TRAIL-Rezeptoren (DR3, 4 und 5), CD95/Fas und TNF-R1 aktiviert
37. Die der Caspase-8 nahe verwandte Caspase-10 wirkt vorwiegend sowohl im TRAIL- als
auch im CD95/Fas-Rezeptorweg und kann Caspase-8 funktionell komplementieren 38. Der
TNF-R1 kann die Pro-Caspase-2 über die RAIDD und RIP Adapterproteine rekrutieren 39,40.
Der Mechanismus der proteolytischen Aktivierung dieser Inducer-Caspasen ist nach wie vor
unklar, erfolgt aber wahrscheinlich, wie im Falle der Pro-Caspase-9, autokatalytisch in den
multimeren DISC-Komplexen 20.
2.2 Mitochondrien und Apoptose
Die Aktivierung des mitochondrialen Apoptose-Signalwegs (Abb. 4) wird von Bcl-2, Bcl-xL
und andere Apoptose-hemmende Mitglieder der Bcl-2-Genfamilie kontrolliert und gehemmt
41. Im Gegensatz hierzu vermögen Apoptose-fördernde Mitglieder dieser Genfamilie, wie z.B.
Bax 42, Bak 43,44 und Bok 45, direkt Mitochondrien zu aktivieren. Der Verlust der Bax-
Expression ist in den meisten Tumoren mit der Resistenz gegen zytotoxische
Therapiemodalitäten verbunden 46-50. Der Apoptose-regulierende Mechanismus der Bcl-2
Familienmitglieder ist, obwohl Bcl-2 als eines der ersten Gene in dieser Signalkaskade
identifiziert wurde, immer noch nicht vollständig klar. Als gesichert gilt, dass Bax und dessen
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Homologe Bak und Bok direkt Mitochondrien aktivieren können, die daraufhin Cytochrom c
und ATP aus dem Raum zwischen innerer und äußerer Mitochondrienmembran freisetzen 51.
Dieser Vorgang kann durch Bcl-2 gehemmt werden 52.
Abb. 4: Aktivierung des mitochondrialen und des Death-Rezeptor-vermittelten Apoptose-
Signalwegs.
a. Aktivierung von Death-Rezeptoren führt zur Bildung eines DISC. Im Fall des CD95/Fas
Rezeptors führt die Bindung des trimeren Fas Liganden an ein Rezeptor-Trimer zur DISC-
Bildung: das FADD Adapterprotein wird über die Death-Domänen in CD95 und FADD
rekrutiert. Dies stimuliert die Bindung von Pro-Caspase-8 (C8) über die Death-Effektor
Domäne (DED) in pro-C8, wodurch die Aktivierung von pro-C8 zur aktiven C8 induziert
wird.
b. Der mitochondriale Apoptose-Signalweg kann über die Aktivierung von p53, z.B. nach
DNA-Schädigung, aktiviert werden. Über Bax wird die Freisetzung von Cytochrom c
induziert. Dies führt zur Aktivierung des APAF-1 Adapterproteins, wodurch die Rekrutierung
von pro-C9 in den Komplex ausgelöst wird. Pro-C9 wird autokatalytisch aktiviert und die
Effektor-Caspase-Signalkaskade aktiviert.
DD: Death Domäne, DED: Death Effektor-Domäne, DISC: Death-Inducing Signaling
Complex, FADD: Fas-assoziierte Death Domäne.
Die Aktivierung der Mitochondrien kann hierbei in distinkte Aktivierungsschritte unterteilt
werden: (1) Die Konformationsänderung im N-Terminus von Bax löst die Translokation vom
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Zytoplasma und Insertion in die äußere Mitochondrienmembran aus. (2) Dies führt als ein
sehr frühes Ereignis zur Öffnung von Kanälen und Freisetzung von ATP und Cytochrom c.
(3) Die Atmungskette als Energielieferant bleibt aktiv. (4) Erst später kommt es durch den
Einstrom zytosolischer Ionen und H2O zum Zusammenbrechen des mitochondrialen
Membranpotentials, der mitochondrialen Permeabilitäts-Transition (DYm) mit Anschwellen
der Mitochondrien und Platzen der äußeren und später auch der inneren Membran und letzlich
(5) dem Zusammenbrechen der Atmungskette 19,53,54. Es ist nach wie vor nicht völlig geklärt,
wie diese Kanäle gebildet werden. Sowohl für Bcl-2 als auch Bax konnte gezeigt werden,
dass diese Proteine nicht nur über die BH-Domänen (Bcl-2 Homologie) dimerisieren, sondern
auch oligomerisieren können, um selbst Kanäle zu bilden 55. Neben dieser Kanalbildung
regulieren Bcl-2 und Bax aber auch spannungsabhängige mitochondriale Kanäle 56, die in der
äußeren Membran durch das VDAC-Protein 57 (Voltage Dependent Anion Channel) und in
der inneren Membran durch das ANT-Protein (Adenin-Nukleotid Transporter) gebildet
werden 54,58. Die Aktivität dieser Kanäle kann durch den peripheren Benzodiazepin-Rezeptor,
der auch in der äußeren mitochondrialen Membran lokalisiert ist, moduliert werden.
Das nun zytosolische Cytochrom c bindet an APAF-1, und zwar an dessen WD40-Domäne 59.
Gemeinsam mit der Bindung von ATP bzw. dATP an die CED4-Homologiedomäne von
APAF-1 wird hierdurch eine Konformationsänderung in APAF-1 ausgelöst, wodurch die
CARD-Domäne (Caspase-Rekrutierungs-Domäne) exponiert wird 60,61. Dies ermöglicht die
Bindung der Procaspase-9 an die APAF-1 CARD-Domäne. Die WD40-Domäne vermittelt
auch die Dimerisierung von APAF-1 62, wodurch mindestens 2 Procaspase-9 Proteine in
engen räumlichen Kontakt gelangen und sich autokatalytisch zum biologisch aktiven
Caspase-9 Heterotetramer spalten 63. Neuere Daten lassen vermuten, dass dieses
mitochondriale Apoptosom durch weitere CARD-enthaltende Proteine zu großen multimeren
Proteinkomplexen assoziiert. Dies erleichtert die Aktivierung der Initiator-Caspase. Die aktive
Caspase-9 kann durch limitierte Proteolyse die Effektor-Caspasen-3, -6 und -7 aktivieren und
hierdurch die Exekution der Apoptose einleiten 24.
Neben Cytochrom c werden noch weitere Proteine aus den apoptotischen Mitochondrien
freigesetzt, unter anderem (1) AIF (Apoptosis Inducing Factor) 64,65, der hohe Homologie zu
bakteriellen Flavoproteinen aufweist, in den Zellkern transloziert und dort eine Caspase-
unabhängige DNA-Fragmentierung in hochmolekulare Fragmente auslöst. Die Morphologie
des AIF-induzierten Zelltods ähnelt jedoch mehr der Nekrose. Der Beitrag dieses Faktors zum
apoptotischen Zelltod ist allerdings nach wie vor nicht völlig geklärt. (2) SMAC/DIABLO 66,
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das die Aktivität der anti-apoptotischen IAPs (s.u.) hemmt und hierdurch die Exekution der
Apoptose verstärkt 67-70 und (3) HSP10, das anti-apoptotische Funktion hat und die
Aktivierung der Procaspase-9 hemmen kann 71.
Die Apoptose-hemmende Wirkung von Bcl-2 ist Gegenstand aktueller Diskussionen. Bis vor
kurzem wurde die hemmende Wirkung von Bcl-2 im Apoptosom lokalisiert. Grundlage
hierfür war, dass eine direkte Bindung von Bcl-xL über dessen Bcl-2-Homologie-Domäne Nr.
4 (BH4) an Ced-4, das C. elegans Homolog von APAF-1 demonstriert wurde 62,72. Diese
Interaktion ist jedoch physikalisch sehr schwach und mittlerweile konnte durch
zellbiologische Untersuchungen gezeigt werden, dass Bcl-2 die Apoptose-fördernde Wirkung
von APAF-1 nicht zu blockieren vermag und doch nicht an APAF-1 bindet 73-76. Als
wahrscheinlichstes Modell wird daher zur Zeit favorisiert, dass Bcl-2, Bcl-xL und deren
funktionelle Apoptose-hemmenden Homologen die Wirkung der Apoptose-Promotoren Bax,
Bak und Bok inhibieren. Dieser Effekt wird über die physikalische Interaktion über die Bcl-2
Homologie-Domänen BH1, BH2, vor allem aber auch über die BH3 vermittelt. APAF-1
hingegen wirkt nachgeschaltet und übt seine Caspase-aktivierende Funktion erst nach
Freisetzung des Cytochrom c aus.
Die Unterfamilie der BH3-only Proteine der Bcl-2 Genfamilie 41 reguliert den Vorgang der
Aktivierung des mitochondrialen Signalwegs., indem sie Apoptose-hemmende Proteine wie
Bcl-xL und Bcl-2 aus der Bindung an Bax verdrängen können und hierdurch Bax (oder auch
Bak) aktivieren. Solche Wirkungen wurden mittlerweile für Bad, Bim und Bid gezeigt. Diese
BH3-only Proteine agieren wahrscheinlich als Bindeglieder zwischen spezifischen
Signalkaskaden und der mitochondrialen Apoptose-Signalkaskade.
2.3 Endoplasmatisches Retikulum und Apoptose
Ein erst vor kurzem entdeckter Mechanismus der Apoptose wird über das endoplasmatische
Retikulum (ER) aktiviert (Abb. 2), z.B. durch eine ER-Stressantwort wie der UPR (Unfolded
Protein Response), die z.B. nach Hemmung des Proteinexports aus dem ER beobachtet wird.
Dieser Signalweg wird durch die Procaspase-12 vermittelt, die spezifisch mit dem ER
assoziiert ist. Caspase-12 wird spezifisch durch ER-Stress-Signale aktiviert, wie z.B.
Störungen der Calcium-Homöostase im ER oder Akkumulation missgefalteter Proteine im
ER. Die Aktivierung dieses Signalwegs ist unabhängig von Death-Rezeptor-Signalen und der
mitochondrialen Apoptose-Signalkaskade. Tunicamycin aktiviert diese Signalkaskade
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ebenfalls, da es die Proteinglykosilierung im Golgi-Apparat blockiert und zur Proteinretention
im ER und einer UPR führt. Ebenso lösen kombinierte Hypoxie und Glukose-Entzug eine ER
Stressantwort mit Induktion der ER-Chaperone Bip/grp78 und grp94 und Aktivierung der
Caspase-12 aus. Dieser Mechanismus ist wahrscheinlich auch auslösend für den neuronalen
Zelltod in Folge der Akkumulation von Amyloidproteinen, z.B. beim M. Alzheimer.
Interessanterweise ist die ER-induzierte Apoptose durch Bcl-2 hemmbar. Dieses Protein
lokalisiert nicht nur in die Mitochondrienmembran, sondern auch in die äußere ER-Membran,
wo sich auch die Procaspase-12 befindet. Die molekularen Aktivatoren dieser Stressantwort
sind noch unbekannt, obwohl hier wahrscheinlich das Bax-Homolog Bak funktionell relevant
ist, da es auch am ER lokalisiert sein kann.
Möglicherweise können Zelltodsignalwege auch durch andere Organellen oder funktionelle
Strukturen der Zelle aktiviert werden. Einige Hinweise deuten darauf hin, dass z.B. DNA-
Schädigung über Komponenten des DNA-Reparatursystems nukleäre Apoptose aktiviert 77.
2.4 Vernetzung der Apoptose-Signalwege
Analog zur multiplen Verknüpfung von Zellzyklus und Apoptose bzw. von DNA-Reparatur
und Apoptose sind die verschiedenen Komponenten der Apoptose-Signalwege funktionell
miteinander verwebt. Eine Vielzahl verschiedener Signale und Apoptose-Signalwege führt
zur Aktivierung der mitochondrialen Apoptose-Signalkaskadede über die Aktivieurng der
Bax-Homologe Bax 42, Bak 43,44 und Bok/Mtd 45,78. Eine besondere Stellung nehmen hierbei
die BH3-only Proteine der Bcl–2 Genfamilie ein. Sie enthalten lediglich die BH3-Domäne
und sehr unterschiedliche Prodomänen, die, wie neuere Daten zeigen, über Phosphorylierung
die Funktion dieser Proteine regulieren können. Zum Teil sind diese Proteine
gewebespezifisch exprimiert und wahrscheinlich an der Regulation Gewebe- und Zelltyp-
spezifischer Mechanismen beteiligt.
Das BH3-only Protein Bad 79 ist ein Bindeglied zum PI3- und dem Akt/PKB-Kinase-
Signalweg 80-82 und dem Ras-Signalweg 83-85. Es interagiert mit Bcl-xL und inaktiviert es
hierdurch funktionell. Bad wird über die PI3/Akt-Kinasekaskade phosphoryliert und
inaktiviert 86,87. Hierdurch kann Bcl-xL aus der Bindung an Bad befreit werden und den
mitochondrialen Apoptose-Signalweg hemmen 88.
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Abb. 5: Vernetzung und Amplifikationsschleifen von Apoptose-Signalwegen.
a. Ein wichtiger Signalweg (linker Teil der Abbildung) wird durch Death-Liganden (z.B.
CD95 Ligand, CD95L, FasL) aktiviert. Durch Bindung des Liganden wird ein
membranständiger Signalkomplex (DISC) gebildet, der aus CD95L, CD95 Rezeptor, dem
Adapterprotein FADD und der Initiator-Caspase Procaspase-8 besteht, die hierdurch
aktiviert wird. Caspase-8 wiederum spaltet und aktiviert die Effektor-Caspase-3 Dieser
Signalweg kann amplifiziert werden durch (1) Caspase-8-vermittelte Spaltung von Bid bzw.
(1´) durch die Caspase-6-vermittelte Spaltung von Caspase-8, die beide den Caspase-8-
Signalweg mit dem mitochondrialen Apoptosom (mitochondrialer DISC) verknüpfen.
b. Ein weiterer, Rezeptor-unabhängiger Signalweg (rechter Teil der Abbildung) wird durch
eine Vielzahl verschiedener Stimuli aktiviert, wie z.B. Zytostatika, Bestrahlung,
fehlgeschlagene DNA-Reparatur, Ceramid. Die Aktivierung des Mitochondriums über Bax
und dessen Homologen führt zur Bildung und Öffnung von Kanälen, die Cytochrom c
freisetzen und den Ausstrom von Ionen, vor allem auch H+, ermöglichen und hierdurch den
Zusammenbruch des mitochondrialen Membranpotentials bewirken. Cytochrom c und (d)ATP
binden an das zytosolische APAF-1, das daraufhin die Procaspase-9 rekrutiert und hierdurch
das mitochondriale Apoptosom bildet. Die Initiator-Caspase Procaspase-9 spaltet sich
autokatalytisch und die aktive Caspase-9 wiederum spaltet und aktiviert die Effektor-
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Caspasen-3, -6, und -7. Dieser Signalweg kann entweder durch die Caspase-6-vermittelte
Spaltung von Caspase-8 (2) oder die Caspase-3-vermittelte Spaltung von Bid (2´) amplifiziert
werden. DD: Death Domäne, DED: Death Effektor Domäne, CARD: Caspase Rekrutierungs-
Domäne. Durch derartige Vernetzungen wird eine Amplifikation der Apoptose-Exekution
erreicht. Weiterhin wird das System hierdurch redundant und mögliche singuläre
Signaldefekte können überspielt werden.
Bim 89 wiederum koppelt den Motor-Dynein-Komplex an den mitochondrialen
Zelltodsignalweg 90 und ist an der Regulation der immunologischen Homoöstase und
Verhinderung von Autoimmunität 91,92 sowie neuronaler Apoptose 93 beteiligt. Das BH3-only
Protein BMF wiederum wird durch den Aktin-Myosin-Motor Komplex reguliert 94. Noxa 95,
Puma 96,97 und wahrscheinlich auch Hrk 98,99 sind hingegen an der p53-vermittelten Apoptose
beteiligt. Weiterhin werden neue Mitglieder der Familie der BH3-only Proteine identifiziert.
Bid 100 verbindet Death-Rezeptor-vermittelte Apoptose-Signalwege mit dem mitochondrialen
Signalweg. Bid nimmt hierbei eine besondere Stellung ein, da es über einen Caspase-8-
abhängigen Mechanismus zu tBid (trunkiertes Bid) gespalten werden kann 101. Das trunkierte
Bid kann mit Bax interagieren und Bax hierdurch aktivieren und dessen Umverteilung vom
Zytoplasma in die äußere Mitochondrienmembran induzieren 102 (Abb. 5). Analog hierzu
kann Bid nach Spaltung durch die Caspase-3 über einen positiven
Rückkopplungsmechanismus die mitochondriale Apoptose-Signalkaskade amplifizieren 103.
BH3-only Proteine wirken also pro-apoptotisch, indem sie in Bax und dessen Homologen eine
Konformationsänderung auslösen und hierdurch Mitochondrien-Aktivierung und Freisetzung
von Cytochrom c vermitteln 104,105. Ob dies ein direkter Effekt auf Bax-Homologe ist oder
durch Sequestrierung von Apoptose-hemmenden Bcl-2-Homologen erfolgt (wie im Falle von
Bad) ist im Detail noch ungeklärt.
2.5 Die Exekution des apoptotischen Zelltods
Die Effektor-Caspasen aktivieren weitere Proteasen wie die Calpaine. Hierdurch werden eine
Vielzahl regulatorischer und struktureller Proteine inaktiviert, die für die Aufrechterhaltung
der Integrität und das Überleben der Zelle von Bedeutung sind. Insbesondere werden
Zytoskelett, Kernmembran, und andere Strukturproteine zerstört. Caspasen aktivieren durch
die proteolytische Spaltung auch anti-apoptotische Proteine zu pro-apoptotischen Faktoren
23,24,106. Caspase-3 kann Bcl-2 und Bcl-xL zu Molekülen mit Bax-ähnlicher Wirkung aktivieren
107. Inhibitoren von Endonucleasen, z.B. DFF45/ICAD werden gespalten und die CAD-
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Endonuklease wird zur aktiven DNase 108-110. Diese DNasen fragmentieren die genomische
DNA in oligonukleosomale, etwa 180 Basenpaare oder deren Vielfaches messende DNA-
Fragmente, die sich im Agarosegel als sogenannte DNA-Leiter nachweisen lassen 111,112. Die
Zerstörung der Kernmembran und die Aktivierung von Chromatin-spaltenden DNasen führt
zur Kondensation des nukleären Chromatins und Bildung von Mikronuklei, wie sie z.B. auch
in mit ionisierender Strahlung exponierten Zellen nachgewiesen werden können. Die
Zerstörung des Zytoskleletts führt zur Bildung apoptotischer Körperchen durch Abschnürung
von Zellanteilen, die auch Mikronuklei enthalten können. Dieser Vorgang wird auch als
Zeiose oder Blebbing bezeichnet. In der Spätphase der Apoptose kommt es zur Depletion des
ATP-Pools und hierdurch zur Inaktivierung von ATP-abhängigen Pumpen. Dies führt zur
Vakuolisierung von Organellen, Mitochondrien und ER schwellen an.
Apoptose ist ein aktiver, Energie-abhängiger Mechanismus. Ist der Energiestoffwechsel der
apoptotischen Zelle völlig zusammengebrochen, dann geht demzufolge die typische
apoptotische Morphologie der Zelle in eine Nekrose-Morphologie über. Im Gegensatz zur
Nekrose bleibt bei Apoptose jedoch initial die Plasmamembran erhalten. Allerdings wird die
Lipidzusammensetzung verändert. Sphingomyeline werden gespalten, und pro-apoptogene
Ceramide gebildet, die die Apoptose weiter amplifizieren. Phosphatidylseringruppen, die
normalerweise durch eine ATP-abhängige Flipase zur Innenseite der Membran sortiert
werden, sind vermehrt auf der Aussenseite der Zelle lokalisiert und machen sie hierdurch als
apoptotische Zelle kenntlich 113. Die von innen heraus degradierte Zelle kann nun von
umliegenden Phagozyten wie z.B. Gewebsmakrophagen eliminiert werden 114,115. Dieser
Vorgang erfolgt in vivo sehr rasch, so dass Apoptose im intakten Gewebsverband extrem
schwierig nachzuweisen ist. Dies erklärt auch, warum Apoptose als zellbiologischer
Mechanismus erst sehr spät erkannt und definiert wurde 1. Allerdings kann Apoptose je nach
Zell- und Gewebstyp sehr unterschiedlich exekutiert werden und auch die Morphologie ist
somit nicht einheitlich. Selbst Charakteristika wie Chromatin-Kondensation und
oligonukleosomale DNA-Fragmentierung sind nicht obligat. Zudem ist mittlerweile klar, dass
es fließende Übergänge zwischen Apoptose und Nekrose geben kann, z.B. beim Zelltod, der
durch TNF ausgelöst wird 116,117. Besser ist daher, bei aktiv ausgelöstem Zelltod von
programmiertem Zelltod zu sprechen.
20
3. Regulation des Zellzyklus
Zellwachstum entsteht durch Progression der Zelle durch den Zellzyklus 118, der sich aus 4
definierten, voneinander abgrenzbaren Phasen zusammensetzt: G1, S, G2 und M-Phase. Das
Fortschreiten einer Zelle aus der G0-Ruhephase in die G1-Phase (Gap-Phase 1) des
Zellzyklus und aus der G1-Phase in die S-Phase wird durch den G1-Restriktionspunkt in der
späten G1-Phase reguliert 119,120 (Abb. 6). Ist dieser Kontrollmechanismus durch
physiologische Stimuli wie z.B. Wachstumsfaktoren (s.u.) oder Deregulation von
Kontrollgenen (in Tumorzellen) aufgehoben, geht die Zelle in die S-Phase über und beginnt
mit der DNA-Synthese. Ist die S-Phase abgeschlossen, dann gelangt die Zelle nach
Durchlaufen der G2-Phase, in der die Segregation der replizierten DNA vorbereitet wird, in
die M-Phase, die Mitose. Die Zellteilung wird im Anschluss beendet und die aus der Mitose
hervorgegangenen Tochterzellen befinden sich nun wieder in der G1-Phase 121-123.
Wesentliche Erkenntnisse zur Regulation der Proliferation wurden in Hefezellen gewonnen,
vor allem der Bierhefe Saccharomyces cervisiae und der Spalthefe Schizosaccharomyces
pombe 124-127. Defektmutanten führten zur Entdeckung der Cycline als Motor des Zellzyklus.
Die Expression dieser Proteine oszilliert und zu bestimmten Phasen des Zellzyklus werden
bestimmte Cycline hoch- oder herunterreguliert 123. Die Cycline 128 regulieren die
Enzymaktivität Cyclin-abhängiger Kinasen 120,129,130 (CDK, s.u.), die über die
Phosphorylierung von Substratproteinen das Fortschreiten der Zelle im Zellzyklus
koordinieren und regulieren.
Zudem regulieren weitere Gene die Aktivität dieser Kinasen und ermöglichen hierdurch die
Kontrolle des Fortschreitens der Zelle durch die Phasen des Zellzyklus. Dies erfolgt an
bestimmten Zeitpunkten, die bestimmte Schlüsselsignale erfordern um ein Fortschreiten im
Zellzyklus zu ermöglichen und daher als Check- oder auch Restriktionspunkte bezeichnet
werden 128,131. Im engeren Sinne sind Checkpunkte „Mechanismen, die eine Abhängigkeit
zwischen zwei ansonsten biochemisch nicht miteinander vernetzten Regelwerken herstellen“.
Die einzelnen Abschnitte des Zellzyklus setzen sich aus einer ganzen Reihe solcher in
festgelegter Folge und zeitlich aufeinander abgestimmter Prozesse zusammen, die letztlich zur
Teilung der Zelle in zwei Tochterzellen führen. Hierbei ist die exakte Verdopplung und
Verteilung des Genoms in die beiden Tochterzellen zu fordern, um genetische Stabilität zu
gewährleisten. Solche Checkpunkte, die mittlerweile in jeder Zellzyklusphase bekannt sind,
gestatten das Fortschreiten der Zelle im Zyklus nur dann, wenn bestimmte
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Signalkombinationen vorliegen. Ist dies nicht der Fall, dann werden Signalwege aktiviert, die
zu Zellzyklusarrest und Reparatur oder programmiertem Zelltod, Apoptose, führen 132-136.
Abb. 6: Zellzyklus, mitogene und wachstumshemmende Signale.
Wachstumsfördernde, mitogene Signale lösen den Eintritt ruhender Zellen aus der G0- in die
G1-Phase und aus der G1- in die S-Phase aus. Wesentlich ist die Steigerung der Cyclin-
Expression, die als Ko-Faktoren Cyclin-abhängige Kinasen (CDK) aktivieren.
Wachstumshemmende Signale wirken z.B. über Steigerung der Expression von CDK
Inhibitoren (CDKI). Aktive Cyclin/CDK Komplexe phosphorylieren Mitglieder der Rb-
Proteinfamilie, die daraufhin ihren hemmenden Einfluß auf Transkriptionsfaktoren (TF)
verlieren. Diese Transkriptionsfaktoren sind zumeist Heterodimere aus TF und
Dimerisierungspartnern (Tx), die erst die DNA-Bindung und Promotoraktivierung
ermöglichen (z.B. E2F- und Dp-Proteine, Myc und Max, c-Fos und c-Jun). Diese TF
induzieren die Expression von Genen, die den Eintritt in die nächste Zellzyklusphase
vermitteln. CDKIs vermitteln Zellzyklusarrest.
Checkpunkt-Kontrolle muß also vor allem dann stattfinden, wenn ein nachgeschalteter
Vorgang auch ohne den korrekten Abschluß des vorigen Prozesses beginnen und hierdurch
der Zelle irreparablen Schaden zufügen könnte. Diese Regelwerke sind in malignen Tumoren
häufig gestört, was sich in der Aneuploidie und dem häufig komplexen Karyotyp
verschiedenster Tumorzellen in Folge genetischer und chromosomaler Instabilität
widerspiegelt 131,137-143.
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3.1 Zellzyklusregulation und der G1-Restriktionspunkt
Mitogene, also wachstumsstimulierende Signale vermitteln den Eintritt der Zelle aus der G0-
Ruhephase in die G1-Phase und aus der G1- in die Synthese-Phase (S-Phase), indem sie die
Transkription der G1-Phasen Cycline (D-Typ Cycline und Cyclin E) 123,128,139 auslösen und die
entsprechenden Cyclin-abhängigen Kinasen aktivieren 122,132,144. Wachstumshemmende
Signale hingegen stimulieren Transkription und Aktivität von Inhibitoren der Cyclin-
abhängigen Kinasen (CDKI, s.u.) 120,145 und aktivieren hierdurch Checkpunkte wie den G1-
Restriktionspunkt (Abb. 6).
Die Progression von Säugerzellen aus der G1 in die S-Phase ist durch spezifische
Veränderungen im Genexpressionsprofil gekennzeichnet137,144. Die ersten induzierten Gene
sind sogenannte Immediate-Early Gene, deren Transkription wenige Minuten nach mitogener
Stimulation beginnt und ihr Maximum innerhalb der ersten 30 bis 60 Minuten erreicht.
Immediate-Early Gene sind zumeist Transkriptionsfaktoren, wie z.B. die c-fos und c-jun
Protoonkogene, die den AP-1 Faktor bilden. Ihre Transkription, also mRNA-Expression kann
nicht durch Hemmer der Proteinbiosynthese wie z.B. Cycloheximid blockiert werden, ist
durch präformierte, konstitutiv exprimierte Proteine der entsprechenden Signaltransduktions-
Kaskaden vermittelt (Immediate) und erfolgt daher früh nach Aktivierung (Early). Eine
zweite Klasse von Genen, die Delayed-Early Gene, wird nach 3 bis 6 Stunden nach mitogener
Stimulation exprimiert und wird durch die Immediate-Early Transkriptionsfaktoren vermittelt.
Zu diesen Delayed-Early Genen gehören die G1-Cycline (Cyclin D, Cyclin E) und auch E2-F
und c-myc. Eine dritte Gengruppe wird erst spät in der G1-Phase exprimiert und diese Gene
sind Vorboten der G1/S-Phasen Progression, also des Übergangs von der G1- in die S-Phase.
Die Expression dieser Gene wird durch c-myc und Mitglieder der E2F-Familie stimuliert
(s.u.) bzw. durch hypophosphorylierte Rb-Familienmitglieder gehemmt.
Neben dem G1-Restriktionspunkt sind zusätzliche Checkpunkte aktiv, die den Fortschritt der
Zelle durch jede der Phasen des Zellzyklus kontrollieren 137,146,147. Zellen sind während des
Zellzyklus sehr empfindlich und können wesentlich leichter irreversibel und letal geschädigt
werden. Diese Checkpunkte werden z.B. durch ionisierende Bestrahlung oder DNA-
Schädigung durch Zytostatika aktiviert, wodurch die Zelle nicht nur in der G1-Phase, sondern
auch in der S-, vor allem aber auch in der G2- und den einzelnen Schritten der M-Phase
arretiert werden kann, um die entstandenen Schäden zu reparieren. Die Progression der Zelle
durch den Zellzyklus wird durch den Rb-Signalweg kontrolliert.
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3.2 Zellzyklus-Hemmung durch die Retinoblastom (Rb) Genfamilie
Die Rb-Familie besteht aus den funktionell und strukturell nahe verwandten Genen pRb, p107
und p130 132,145,148-152. Die Inaktivierung beider pRb Allele, vorwiegend durch Keimbahn-
Mutationen, ist mit der Entstehung von Retinoblastomen assoziiert. Diese malignen Tumore
der Netzhaut treten im frühen Kindesalter auf. Das Spektrum somatischer und hereditärer
Keimbahn-Mutationen ist durch Mutation kleiner Genabschnitte geprägt, die sich durch
erhebliche Heterogenität auszeichnen und über das gesamte Rb-Gen verteilt gefunden werden.
Einige der Mutationen betreffen das Spleißen der mRNA oder führen prämature Stop-Codons
ein und resultieren in der Expression trunkierter, verkürzter und somit funktionsdefekter
Proteine bzw. hemmen vollständig die Protein-Expression. Mit wenigen Ausnahmen
entwickeln die von solchen Mutationen betroffenen Kinder bilaterale, beide Augen
betreffende Netzhauttumore. Neben diesen familär, schon im frühen Kindesalter auftretenden
Tumoren wird eine Inaktivierung von Rb infolge somatischer Mutationen oder Deletion des
Genlokus in einer Vielzahl von Tumoren, auch beim Erwachsenen, beobachtet.
Die wachstumskontrollierende Funktion von Rb-Proteinen beruht auf ihrer Fähigkeit,
reversibel an Transkriptionsfaktoren wie z.B. E2F (s.u.) zu binden 140. Das Rb-Protein (pRb)
ist ein transkriptioneller Repressor, der durch die Interaktion mit diesen E2F-
Transkriptionsfaktoren spezifisch die Promotoraktivierung Zellzyklus-regulierender Gene
hemmt. Wird pRb durch die Bindung an E2F an einen Promotor gebunden, dann hemmt es
ebenfalls umgebende Transkriptionsfaktoren und blockiert hierdurch die
Transkriptionsmaschinerie für das betroffene Gen. Hierdurch wird die Transkription
Zellzyklus-promovierender Gene gehemmt und die Zelle wird im Zellzyklus (in diesem Fall
in der G1-Phase) arretiert.
Die Bindungstasche in pRb (Pocket-Domäne) für diese Transkriptionsfaktoren prägte den
Begriff „Pocketproteine“, der häufig synonym für die Rb-Proteinfamilie gebraucht wird 148.
Die A- und die B-Domäne in pRb und seinen Homologen p107 und p130 sind evolutionär
konserviert und bilden das Repressormotiv der Bindungstasche, über das die Bindung an E2F
und der dominant negative Effekt auf die Transkription von S-Phase-Proteinen vermittelt
wird.
Die Bindung von pRb an E2F wird durch den Phosphorylierungsstatus von pRb reguliert
(s.u.) 150,151. In seiner hypophosphorylierten Form inhibiert pRb Transkriptionsfaktoren der
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E2F/DP Familie und verhindert hierdurch die Hochregulation von Genen, die z.B. für die
Aktivierung der DNA-Synthese während der S-Phase benötigt werden. Um im Zellzyklus
fortschreiten zu können, muss daher pRb phosphoryliert und hierdurch funktionell inaktiviert
werden.
Abb. 7: Regulation der Rb-Phosphorylierung.
In der G1-Phase werden Rb-Proteine in 2 Schritten phosphoryliert: in der frühen G1 Phase
durch Cyclin D1, D2 oder D3 und CDK4 oder CDK6. In der späten G1-Phase vermittelt der
Cyclin E/CDK2-Komplex den zweiten Phosphorylierungsschritt und löst hierdurch S-Phase-
Progression aus. Die CDK Cdc2 (CDK1) erhält Rb über die S-Phase (CDK Ko-Faktor Cyclin
A) und die G2-Phase (CDK Ko-Faktor Cyclin B) hinweg im hyperphosphorylierten Zustand.
Mit Eintritt in die M-Phase wird Cyclin B herunterreguliert und abgebaut, so dass Rb dann
über die Rb-Phosphatase PP1 und auch indirekt über die PTEN Phosphatase
dephosphoryliert werden kann und die Tochterzellen erneut in der G1-Phase sind, bis der
nächste Zellzyklus aktiviert wird. Rb kann auch hypophosphoryliert werden, indem CDKs
durch den Abbau von Cyclin/CDK-Komplexen über das Proteasom inaktiviert werden, wie
z.B. durch den APC-Komplex, der die Ubiquitinylierung und den Abbau von B-Typ-Cyclinen
auslöst.
Das nun mehrfach phosphorylierte pRb kann nicht mehr mit E2F-Faktoren interagieren, die
nun mit den Dimerisierungspartnern der DP-Familie 153, Dp1-1 und Dp1-2, in
Wechselwirkung treten und hierdurch biologisch aktive, Transkriptionsfaktoren bilden 140,151.
Vergleichbares gilt für die Interaktion von Myc-Proteinen mit dem Dimerisierungspartner
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Max 154-156. Die aus der Bindung an Dp-Proteine resultierende Aktivierung von E2F und
Aktivierung entsprechender S-Phase-spezifischer Gen-Promotoren löst die G1/S Transition
aus und aktiviert die Transkription von Genen, wie z.B. Histonen, PCNA (Proliferating Cell
Nuclear Antigen), Thymidylatsynthase, Dihydrofolatreduktase und Ribonucleotidreduktase
157,158. Hierdurch wird die Transition der Zelle aus der späten G1-Phase in die S-Phase
ermöglicht (s.u.) 140.
Diese Rb-Phosphorylierung wird durch Cyclin-abhängige Kinasen (Cyclin-dependent kinases,
CDK) vermittelt 122,130. Die Aktivität dieser Kinasen wird durch spezifische Ko-Faktoren, die
Cycline, reguliert, deren Expression in den verschiedenen Phasen des Zellzyklus rasch
ansteigt und ebenso rasch gegen Ende der jeweiligen Zellzyklusphase wieder abfällt, also
oszilliert.
Die Rolle von Rb in den späteren Zellzyklusphasen ist weniger gut definiert 132,150-152. Sicher
ist, dass Rb in der G2/M-Phase dephosphoryliert wird. Auch in der S-Phase wurde eine
hemmende Wirkung von (dephosphoryliertem) Rb auf die DNA-Synthese beschrieben. Rb
bleibt daher über die S- und G2-Phase phosphoryliert, bis es dann gegen Ende der Mitose
dephosphoryliert wird, und die Zelle hierdurch erneut in der G1-Phase arretiert ist (Abb. 7).
Rb-Dephosphorylierung erfolgt unter anderem durch die PP1 Proteinphosphatase 150. Auch für
die PTEN-Phosphatase wurde eine, allerdings indirekte Wirkung auf die pRb-
Phosphorylierung beschrieben. Überexpression des PTEN Tumorsuppressorgens kann
Proliferation von Tumorzellen hemmen und geht mit einer Dephosphorylierung von pRb
einher. Dieser Effekt wird über die PI3- und Akt-Kinase vermittelt.
3.3 Zellzyklus-Regulation durch Cycline und Cyclin-abhängige Kinasen
Der Übergang von einer in die nächste Phase des Zellzyklus wird durch Cyclin-abhängige
Kinasen (Cyclin Dependent Kinases, CDK) reguliert. Diese Enzyme bilden einen Komplex
mit jeweils spezifischen Ko-Faktoren, den Cyclinen. Die aktiven Cyclin/CDK-Komplexe
phosphorylieren Substratproteine, z.B. die Pocketproteine der Rb-Familie (Abb. 7).
Cyclin/CDK-Komplexe regulieren hierdurch die entscheidenden Kontrollpunkte des
Zellzyklus (Abb. 8).
Werden ruhende Zellen durch Wachstumsfaktoren stimuliert, dann erfolgt die Regulation der
initialen Schritte der Zellvermehrung und der Eintritt in die S-Phase durch D-Typ Cycline
(Cyclin D1, D2 und D3) und ihre katalytischen Partner CDK4 und CDK6 119,139. Solche
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proliferationsaktivierenden Signale, z.B. über die Ras-Aktivierung und die MAP-Kinase
Kaskade 141,159 oder NF-kB-Aktivierung, stimulieren die Expression von Cyclin D1 160 bzw.
dessen beiden Homologen Cyclin D2 und D3. Die neu gebildeten Cycline binden an CDK4
und CDK6, wodurch deren Kinase-Aktivität angeschaltet wird. Diese Cyclin-CDK Komplexe
vermitteln dann die Phosphorylierung von pRb.
Abb. 8: Regulation der Zellzyklusphasen durch Cycline und Cyclin-abhängige Kinasen
(CDK).
In jeder der Zellzyklusphasen sind spezifische Cycline exprimiert, die mit spezifischen CDKs
interagieren und sie hierdurch aktivieren. Diese CDK phosphorylieren Rb und ermöglichen
den Fortschritt der Zelle durch den Zellzyklus bis Rb gegen Ende des Zellzyklus durch
Phosphatasen dephosphoryliert wird und die aus der Mitose hervorgegangenen Tochterzellen
nach Ende der M-Phase erneut in der G1-Phase sind. CDKIs können diese Cyclin/CDK
Komplexe in jeder Zellzyklusphase hemmen und Zellzyklusarrest auslösen. Die CDKIs der
INK4a-Familie hemmen G1-Phase Cycline während die CDKIs der KIP-Familie auch S- und
G2-Phase Cyclin/CDK-Komplexe hemmen.
Dieses Prinzip der Aktivierung einer CDK durch ein spezifisches Cyclin findet sich in allen
Zellzyklusphasen. So interagiert in der frühen G1 Phase Cyclin D mit CDK4 und CDK6,
gefolgt von Cyclin E/CDK2 in der späten G1 Phase, Cyclin A/CDK2 in der S-Phase, Cyclin
A/Cdc2 (CDK1) in der späten S-Phase und dem S/G2 Übergang, sowie Cyclin B/Cdc2
27
(CDK1) in der G2-Phase und dem G2/M Übergang (Abb.!7!und!8). Während in epithelialen
Zellen vorwiegend D1-Cyclin funktionell relevant ist, sind in hämatopoetischen Zellen
besonders D2- und D3-Cyclin exprimiert 161,162. Eine Ausnahme ist das Mantelzell-Lymphom,
das aufgrund der für diese Erkrankung typischen t(11;14) Translokation Cyclin D1
überexprimiert 163-166.
Die D-Typ Cycline (Cyclin D1, D2, D3) kontrollieren gemeinsam mit Cyclin E 167 den G1
Restriktionspunkt (Abb. 7 und 8). Rb wird durch diese D-Cycline und die assoziierten
Kinasen CDK4/6 phosphoryliert, wodurch es zur Hochregulation von Cyclin E kommt, das
durch Aktivierung von CDK2 einen zweiten Rb-Phosphorylierungsschritt in der späten G1-
Phase auslöst 145,167.
Die CDKs zeigen im Verlauf des Zellzyklus eine relativ lange Halbwertszeit. Im Gegensatz
hierzu oszillieren die Expressionsspiegel der Cycline in den verschiedenen Phasen des
Zellzyklus, und die Phasen-spezifischen Cycline werden rasch beim Übergang in die nächste
Phase des Zellzyklus nach Export aus dem Zellkern in das Zytoplasma ubiquitinyliet und über
das Proteasom abgebaut, begleitet vom Anstieg des Expressionsniveaus des nächsten Cyclins
140,168. Demzufolge führt die Herunterregulation der Cyclin B Spiegel am Ende der G2- und
Beginn der M-Phase zur Hypophosphorylierung von Rb und ermöglicht somit, im
Zusammenspiel mit dem APC/Mad-Signalweg und Deaktivierung des Anaphase-
Checkpunkts, das Ende des Zellzyklus nach Abschluss der Mitose 169.
3.4 Inhibitoren der Cyclin-abhängigen Kinasen
Die Aktvität der CDKs wird durch spezifische Inhibitoren negativ reguliert. Diese Inhibitoren
werden als CDKI bezeichnet (Cyclin-dependent kinase inhibitors). Bisher konnten 2
Unterfamilien der CDKIs identifiziert werden: (1) die CIP/KIP Familie, die multiple
verschiedene Cyclin/CDK-Komplexe hemmen kann und (2) die INK4-Familie, die spezifisch
CDK4 und CDK6 hemmt (Abb. 8).
Die Aktivität von CDK2 (assoziiert mit Cyclin E) kann durch Cip/Kip CDKI Proteine
gehemmt werden (p21Waf1/Cip1, p27Kip1 und p57Kip2). Diese Cip/Kip-Faktoren verfügen über eine
konservierte, homologe Domäne, die die Bindung und Hemmung von CDK2 und CDK4
vermittelt. Diese Proteine wirken stöchiometrisch und hemmen bevorzugt CDK2-Komplexe,
obwohl sie in vitro mit allen in der G1-Phase gebildeten CDK-Komplexen interagieren
können.
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Die INK4-Familie (Inhibiert CDK4) besteht aus 4 nahe verwandten Faktoren: p16INK4a,
p15INK4b, p18INK4c und p14INK4d (p19INK4d in der Maus) 142. Die INK4 Familienmitglieder
verhindern die Progression aus der G1-Phase in die S-Phase des Zyklus, indem sie die
Phosphorylierung von Rb verhindern. Dies erfolgt durch Hemmung der D-Cyclin-abhängigen
CDK4 und CDK6. Das somit hypophosphorylierte Rb hemmt wiederum die Aktivität von
Transkriptionsfaktoren (z.B. E2F) und verhindert hierdurch die Expression von Cyclin E und
weiteren für die S-Phase-Progression benötigten Faktoren (Abb. 8). Dies erklärt auch, warum
INK4 CDKIs für ihre Wirkung Rb benötigen.
3.5 G1/S-Transition und S-Progression durch E2F und c-Myc
Die E2F-Familie von Transkriptionsfaktoren besteht aus 6 Mitgliedern (E2F-1 bis –6) 140,170.
Zur Bildung des aktiven Transkriptionsfaktors wird jedoch, wie auch bei anderen
Transkriptionsfaktoren, wie z.B. c-myc, c-fos/c-jun oder NF-kB, ein Dimerisierungspartner
benötigt: die DP1-Proteine (Abb. 9) 153,171. Die Rb-Familienmitglieder assoziieren in
unterschiedlicher Affinität mit diesen E2F-Faktoren 132,151. PRb bindet hauptsächlich E2F-1
bis -4, wohingegen p130 und p107 bevorzugt an E2F-4 und –5 binden.
Hypophosphorylierung von Rb führt zur Freisetzung und Aktivierung der E2F-Faktoren.
Transkriptionelle Zielgene von E2F sind weitere Zellzyklus-regulierende Gene (Cyclin E,
Cyclin A, Cdc2, der CDKI p21, das proto-Onkogen c-myc) und Faktoren, die im DNA-
Metabolismus eine Rolle spielen (Dihydrofolatreduktase, Thymidinkinase,
Thymidylatsynthase, etc.) 172. Hierdurch wird die G1/S-Progression ausgelöst, also der
Übergang aus der späten G1- in die S-Phase. Die Akkumulation von D-Cyclinen während der
G1-Phase sequestriert zudem CDK2-Inhibitoren der Cip/Kip-Genfamilie, wodurch die
Wirkung von E2F-abhängigen Regulationsschritten, z.B. vermittelt durch Cyclin E/CDK2
verstärkt und die G1/S-Transition erleichtert wird.
Myc-Proteine sind Transkriptionsfaktoren, deren Aktivität durch Dimerisierung mit
gewebespezifischen Ko-Faktoren vermittelt wird 173,174. Für die Regulation hämatopoetischer
Zellen und deren maligne Transformation ist vor allem das c-myc-Gen entscheidend 175,176.
Über ein Leucin-Zipper-Motiv dimerisiert c-Myc mit dem im Überschuß vorliegenden Max
Protein und bildet hierdurch das DNA-bindende Myc/Max Heterodimer, das die Transkription
S-Phase-spezifischer Gene induziert 177, hierdurch die S-Phase unterhält und weiter
vorantreibt 154-156,178. Wie auch E2F wird c-myc Aktivierung durch Bindung an
unphosphoryliertes Rb gehemmt 151,152,171. C-myc Expression wird unter anderem von E2F-
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Transkriptionsfaktoren induziert und amplifiziert die G1/S-Phasen-Transition durch
transkriptionelle Aktvivierung von S-Phase-Genen, aber auch der Cyclin E Expression 140,171.
Abb. 9: Regulation der S-Phase Progression durch E2F.
Nach mitogener Stimulation werden Rb-Proteine in 2 Schritten phosphoryliert. Der erste
Phosphorylierungsschritt wird durch D-Cycline und CDK4 und CDK6 vermittelt. Der zweite
Phosphorylierungsschritt erfolgt durch den Cyclin E/CDK2-Komplex. Das nun mehrfach
phosphorylierte Rb kann Transkriptionsfaktoren wie E2F nicht mehr inhibieren und die nun
freien E2F/Dp Heterodimere können Promotoraktivierung vermitteln und Gene aktivieren,
die S-Phase Progression auslösen (S-Phase-Promotoren).
Die Expression von c-myc ist bei einer Vielzahl maligner Tumore dereguliert 175,178. Dies kann
durch Genamplifikation oder, wie im Falle der hochmalignen Burkitt-Lymphome, bevorzugt
in Folge einer t(8;14) Translokation erfolgen, die das c-myc Gen unter die Kontrolle des
Schwerketten-Enhancers bringen und zu deregulierter Expression führen 178. Eine weitere
Ursache für erhöhte c-myc Aktivität sind Punktmutationen, die die Bindung des p107 Rb
Proteins inaktivieren. Ähnlich wie bei E2F genügt die Überexpression von c-myc allein, um
Zellen in die S-Phase zu treiben.
Liegen keine adäquaten Aktivierungsbedingungen vor, dann lösen E2F und c-myc nicht
G1/S-Phasen Transition, sondern Apoptose aus 172,179. Ein Fortschreiten im Zellzyklus
erfordert, dass gleichzeitig Zelltod-hemmende Signale aktiviert werden, z.B. durch Hemmung
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des mitochondrialen Apoptose-Signalwegs 180,181. Dieses Prinzip der gleichzeitigen
Aktivierung von Zelltodsignalwegen schützt vor ungehemmter Zellproliferation und zwar vor
allem dann, wenn neben dem mitogenen, Zellzyklus-aktivierenden Signal, entsprechende
Zelltod-hemmende Ko-Signale fehlen. Wie im Fall von E2F kann die deregulierte
Aktivierung von c-myc also Apoptose auslösen, wenn nicht gleichzeitig die Apoptose-
Signalkaskade gehemmt wird, z.B. durch hohe Expression des Apoptose-hemmenden Bcl-2
oder Bcl-xL oder Inaktivierung des p53-Signalwegs, z.B. durch p53-Mutation, p14ARF-Verlust
oder Mdm-2 Überexpression 182,183. Auch die Deregulation des Ras-Signalwegs (s.u.) 15 kann
solche anti-apoptotischen Ko-Signale vermitteln. Eine Reihe von Untersuchungen zeigte, dass
die c-myc-induzierte Apoptose über einen p14ARF und p53-abhängigen Mechanismus
vermittelt wird (s.u.) 182,184.
3.6 Vernetzung der Signalwege von Zellzyklus und Apoptose
Signale, die den Progress von Zellen im Zellzyklus auslösen, aktivieren immer auch
Zelltodsignale. Nur durch die Koordination mit Überlebens-Signalen bzw. bei Vorliegen von
Zellzyklus-arretierenden Signalen kann die normale Zelle bzw. die Tumorzelle überleben 3.
Hierdurch wird verständlich, warum die Überexpression von Zellzyklus-stimulierenden
Transkriptionsfaktoren wie E2F-1 und dessen Homologen 185,186 oder c-myc 179 oder auch von
Cyclin D1 187 Apoptose auslöst. Werden hingegen gleichzeitig Überlebenssignale wie z.B.
durch Bcl-2 oder Bcl-xL oder andere Apoptose-Hemmer vermittelt, dann überlebt die Zelle
das Proliferationssignal 181, geht nicht in die Apoptose und schreitet im Zellzyklus fort 180,188.
Möglicherweise soll durch die gleichzeitige Aktivierung von Proliferations- und
Zelltodsignalen die akzidentelle Aktivierung der Zellproliferation vermieden werden. Solche
fehlerhaft proliferierenden Zellen würden dann über Apoptose absterben. Dies erklärt zum
Teil, warum Tumoren häufig Inaktivierungen von Zelltodsignalwegen aufweisen.
Ebenso kann die Aktivierung von Zelltodsignalen im Zellzyklus gehemmt werden, indem die
Zelle in der jeweiligen Zellzyklusphase zum adäquaten Zeitpunkt arretiert wird.
Zellzyklusinhibitoren wie die CDKs, vor allem p21Cip/Waf, können daher anti-apoptotische
Wirkung zeigen 189. Allerdings kann auch die kontinuierliche Arretierung von Zellen im
Zellzyklus in Phasen außerhalb der G0/G1-Phase Zelltodsignalwege aktivieren. Hierdurch
wird garantiert, dass nur solche Zellen überleben, die den Zellzyklus korrekt durchlaufen
haben. Dies erklärt, warum langanhaltender Zellzyklus-Arrest an verschiedenen
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Checkpunkten Apoptose-Programme aktiviert 134. Dies gilt insbesondere für Zellen in denen
gleichzeitig Proliferations-aktivierende und Zellzyklus-arretierende Signale aktiv sind, also
divergierende, konkurrierende Signalwege aktiviert wurden. Dies könnte erklären, warum für
alle CDKIs (vor allem p16 190,191, p21 192 und p27 193) nach adenoviralem Gentransfer (der
gleichzeitig auch die DNA-Replikationsmaschinerie der S-Phase aktiviert) eine Zelltod-
fördernde Wirkung gezeigt werden konnte.
Neben den o.g. Genen , die vor allem die Kontrolle des G1-Restriktionspunkts und Zelltod
vermitteln, existieren Apoptose-kontrollierende Checkpunkte auch in anderen Phasen des
Zellzyklus 194-198. Für die S-Phase ist bekannt, dass Zellen in dieser Phase am empfindlichsten
für DNA-Schädigung sind 199. Allerdings gibt es bisher kaum gesicherte Daten dafür, dass
Zellen direkt aus dieser Phase heraus in die Apoptose gehen. Vielmehr führt die Mehrzahl der
genotoxischen Noxen zur Aktivierung von Checkpunkten und Arretierung der Zelle in der G2
bzw. der M-Phase, die häufig als G2/M-Restriktionspunkt zusammengefaßt werden 200,201.
Neuere Daten, erneut aus dem experimentellen System in der Hefe, haben einzelne
Signalkomponenten identifiziert und einen raschen Wissensfortschritt in den letzten Jahren
ermöglicht (Abb. 10).
Der S-Phase-Checkpunkt und die regulierenden Faktoren stehen in engem funktionellem
Zusammenhang mit dem G2-Checkpunkt. Für beide Checkpunkte wird häufig synonym der
Begriff DNA-Schädigungs-Checkpunkt verwendet. Hierbei handelt es sich aber um einen
funktionell definierten Begriff, der nicht völlig kongruent mit den individuellen Zellzyklus-
Checkpunkten ist, da DNA-Schädigung Checkpunkte in allen Zellzyklusphasen aktivieren
kann.
Die ATM und DNA-PK Proteinkinasen, die bei DNA-Schädigung im Rahmen der DNA-
Reparatur-Mechanismen aktiviert werden, können über Phosphorylierung von Chk2 und die
G2-Restriktionspunkt-Kontrolle Zellzyklusarrest 202,203 und, über p53-abhängige und -
unabhängige Signalwege, Zelltod auslösen 204,205.
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Abb. 10: Regulation von M-Phase-Progression und G2-Arrest
Der Komplex aus der aktiven CDK Cdc2 und Cyclin B vermittelt den Eintritt in die M-Phase
des Zellzyklus. Um enzymatisch aktiv zu sein, muß Cdc2 dephosphoryliert werden. Ist die
Cdc2 phosphoryliert, dann wird der Cyclin B/Cdc2 Komplex über das Proteasom abgebaut.
Die Dephosphorylierung wird durch die Cdc25C Phosphatase vermittelt. Genotoxische
Schäden z.B. nach Bestrahlung oder chemischer DNA-Schädigung und Hemmung der DNA-
Replikation aktiviert über Rad-Proteine wie z.B. rad51 und rad9, die ATM und ATR-Kinasen,
die dann die Chk1 und Chk2 Kinasen phosphorylieren und hierdurch aktivieren. Chk1
aktiviert die Wee-Kinasen und hemmt hierdurch die M-Phase-Progression (nicht in der
Abbildung hervorgehoben). Chk1 und Chk2 phosphorylieren Cdc25C und hemmen hierdurch
die Phosphatase, die im phosphorylierten Zustand an 14-3-3s  bindet und nach
Ubiquitinylierung über das Proteasom abgebaut wird. Hierdurch wird die
Dephosphorylierung von Cdc2 gehemmt und G2-Arrest ausgelöst. ATM und ATR aktivieren
zudem p53 und vermitteln hierdurch einen Anstieg der 14-3-3s Expressionsspiegel, wodurch
die Cdc25 Inaktivierung verstärkt wird. Chk1 kann auch p53 phosphorylieren.
Der CDKI p21 wiederum kann den Zellzyklus in der G1-, S- und G2-Phase arretieren und
hierdurch die Progression geschädigter Zellen im Zellzyklus verhindern 206-208. Hierdurch
ermöglicht p21 die Reparatur ansonsten fataler Schäden. Wird p21 inaktiviert, z.B. durch
Verlust von p53 oder durch Gen-spezifischen knock-out in experimentellen Systemen, dann
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kommt es nach DNA-Schädigung zur Entkopplung von S-Phase (also DNA-Synthese) und
Mitose 189,209,210. Ohne sich zu teilen, akkumulieren solche Zellen DNA und werden
hyperploid. Dies wird als Entkopplung von S-Phase und Mitose bezeichnet. Manche Autoren
sprechen in diesem Zusammenhang auch, nicht ganz korrekt, von einer mitotischen
Katastrophe, die letztlich zur Apoptose der betroffenen Zelle führt.
Abb. 11: Der Mad Signalweg
Der Eintritt der Zelle aus der G2-Phase in die Mitose wird durch die Aktivierung des APC-
Proteins (Anaphase-Promovierender Complex) und die Inaktivierung von Cyclin B vermittelt.
APC wirkt, indem es den Abbau regulatorischer Proteine über Ubiquitinylierung und Abbau
über das Proteasom auslöst. APC inaktiviert hierdurch Pds1. Pds1 ist ein Inhibitor von
Cdc20, Esp1 und Cdc14. Fällt die Hemmung durch Pds1 weg, in Folge der Sequestrierung
von Pds1, dann assoziiert Cdc20 mit APC. Dieser Komplex vermittelt den Abbau von Cyclin
B über das Proteasom und löst Eintritt in die Anaphase aus. Der Wegfall der Hemmung von
Esp1 aktiviert die Trennung der Schwesterchromatiden in der Anaphase. Der Wegfall der
Hemmung von Cdc14 führt zur Dephosphorylierung von Cdh1, das nun mit APC einen
Komplex bilden kann. Dies gibt das Signal zur Beendigung der Mitose. Die APC/Cdc20- und
APC/Cdh1-Komplexe inaktivieren mitotische B-Typ Zykline, indem sie deren
Ubiquitinylierung und den Abbau über das Proteasom stimulieren. Sind zu Beginn der Mitose
freie Kinetochore vorhanden oder liegt eine anderweitige Störung des Spindelapparats vor,
dann werden Mitose-hemmende Signale aktiviert. Diese werden über Bub-Kinasen, Mad-
Proteine und Pds1 vermittelt, die M-Phase Zellzyklusarrest vermitteln und den M-Phase
Checkpunkt aktivieren.
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Nach Abschluß der G2-Phase beginnt die Mitose charakterisiert durch Trennung der
Schwesterchromatiden und Entstehung der beiden Tochterzellen. In dieser Phase erfolgt die
Anaphase-Checkpunkt-Kontrolle 211,212. Die Chromatiden werden über die Kinetochoren an
die mitotische Spindel gekoppelt, die aktiv die Segregation der verdoppelten Chromatiden
vermittelt. Sind Kinetochore unbesetzt, wird der Mad-Signalweg aktiviert (vgl. Abb. 11).
Freie Kinetochore rekrutieren Bub-Kinasen, die die Aktivierung des APC/C-Komplexes
verhindern 213-216. Die permanente Blockade dieser Signalmechanismen und permanenter
Arrest der Zelle im Anaphase-Checkpunkt, z.B. durch dominant negative Mutanten von
Signalproteinen, wie der Bub1-Kinase, aktiviert die Apoptose-Signalkaskade und die Zelle
stirbt über Apoptose 214.
Durch diese strenge Kontrolle von Zellzyklusarrest sowie von Apoptose oder Zellüberleben
wird in normalen Zellen dereguliertes Wachstum verhindert. Die Koordination einer Vielzahl
komplexer, nachgeschalteter Regulationswege war somit aus evolutionsgeschichtlicher Sicht
die Basis für die Entwicklung komplexer vielzelliger Organismen.
4. Signaldefekte als prognostische Faktoren
Aufgrund der Schwankungsbreite bei Gebrauch klinisch pathologischer Prognosefaktoren,
wie z.B. dem UICC Stadium bei kolorektalen Karzinomen 217 oder dem Binet-Stadium 218 bei
der chronischen lymphatischen Leukämie, besteht erheblicher Bedarf, die Prognose der
Patienten präziser abzuschätzen. Dies gilt insbesondere auch im Hinblick auf den deutlichen
Trend zu risikoadaptierten Tumortherapien und neuen Tumortherapeutika wie z.B.
Kinasehemmern. Ein möglicher Weg ist, die zellulären Signalwege zu untersuchen, die an der
Tumorentstehung, Tumorprogression und, insbesondere, der Aktivierung und Exekution von
Zelltod nach zytotoxischer Tumortherapie beteiligt sind. Die Störung von Zelltod- und
Zellzyklus-Signalwegen trägt nicht nur zur Tumorentstehung bei, sondern ist mit
verantwortlich für die Tumorbiologie und den klinischen Verlauf der Erkrankung.
So konnten Bcl-2 Familienmitglieder mittlerweile als pathogenetisch und auch prognostisch
relevante Faktoren bei nahezu allen Neoplasien identifiziert werden 219-229. So trägt die
Mehrzahl der follikulären Lymphome die t(14;18) Translokation, die das Bcl-2 Gen mit dem
Schwerketten-Enhancer des Immunglobulin-Genkomplexes assoziiert 230. Hierdurch kommt
es zur deregulierten, konstitutiven Expression des Bcl-2 Proteins 8,9,231-233. Die t(14;18)
Translokation kann auch bei einigen wenigen hochmalignen B-Zell-Lymphomen und
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chronischen lymphatischen Leukämien (CLL) nachgewiesen werden, ist für sich genommen
aber nicht mit einer schlechteren klinischen Prognose assoziiert. Hingegen ist das
Proteinexpressionsniveau, vor allem bei hochmalignen B-Zell-Lymphomen, mit einem
schlechteren Ansprechen auf aggressive Polychemotherapie verbunden. Hohe
Proteinexpression von Bcl-2 wird in diesen Tumoren also anscheinend durch von der t(14;18)
Translokation unabhängige Faktoren reguliert.
Die Überexpression von Bcl-2 in B-Lymphozyten in transgenen Mäusen allein führt nur zur
B-Zellhyperplasie 6 und nur in einem geringen Prozentsatz zu malignen B-Zell-Lymphomen,
in denen dann zusätzlich Deregulation von c-myc nachgewiesen werden kann 14. Werden
jedoch beide Transgene im B-Zell-Kompartiment zur Überexpression gebracht, dann
entwickeln alle transgenen Mäuse hochmaligne B-Zell-Lymphome. Bcl-2 ist somit kein
Onkogen im eigentlichen Sinne, sondern kooperiert bei der Onkogenese mit solchen Genen
die Proliferation deregulieren, für sich allein betrachtet aber Apoptose in der betroffenen Zelle
auslösen würden.
Bei der B-CLL wird im Vergleich zu anderen B-Zell-Lymphomen eine konstitutiv hohe Bcl-2
Expression gefunden. Die B-CLL ist durch niedrige Proliferationsrate verbunden mit der
Akkumulation nicht teilungsaktiver, jedoch Apoptose-resistenter Lymphozyten
charakterisiert. Die hohe Expression von Bcl-2, aber auch von dessen Homolog Mcl-1, könnte
somit ein entscheidender pathogenetischer Faktor sein. Individuelle Unterschiede im
Proteinexpressionsniveau dieser Regulatoren sind mit einem schlechteren Gesamtüberleben
bzw. Therapieansprechen assoziiert 234,235.
Ebenso kann bei einer Vielzahl von Tumoren der Verlust des pro-apoptotischen Bax-Proteins
nachgewiesen werden. Eigene Arbeiten konnten bei einer Viezahl von Tumoren zeigen, dass
der Verlust von Bax mit schlechterem Therapienansprechen bzw. Prognose einhergeht 47-50,236-
239. Die Ursache für den Verlust von Bax ist in den meisten Tumoren noch ungeklärt, liegt
aber wahrscheinlich auf transkriptioneller Ebene, da der Bax-Promotor einen extrem hohen
Gehalt an CpG Inseln enthält, die aufgrund von Promotormethylierung für den Bax-Verlust
verantwortlich sein könnten. Bax-Mutationen sind hingegen nur bei einem Teil der Patienten
für den Expressionsverlust verantwortlich. Bax-Mutationen werden vor allem bei
gastrointestinalen Tumoren (Magen- und kolorektale Karzinome) mit Defekten des DNA-
Mismatch-Reparatursystems beobachtet 240,241, sind aber bei den meisten hämatologischen
Neoplasien extrem selten. Allerdings können sie bei den klinisch sehr aggressiven Burkitt-
Lymphomen gehäuft nachgewiesen werden 242. Im Gegensatz zum Bax-Expressionsverlust ist
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die pathogenetische und klinische Relevanz der Bax-Mutation in diesen Tumoren jedoch noch
ungeklärt.
Für APAF-1 bisher nur ansatzweise eine pathogenetische Relevanz nachgewiesen werden.
Mutationen von APAF-1 wurden bisher bei Tumoren mit DNA-Mismatch-Reparatur-
Defizienz beschrieben, bei denen Frameshift-Mutationen mit Verschiebung des Leserasters
gezeigt wurden, für die bisher aber kein Bezug zum Therapieansprechen bzw.
Resistenzverhalten gezeigt werden konnte 243. Expressionsunterschiede von APAF-1
korrelieren nicht mit der klinischen Prognose und knock-out Mäuse zeigen keine erhöhte
Tumorinzidenz. Dies macht die Existenz weiterer, komplementärer Gene wahrscheinlich, die
die Funktion von APAF-1 ersetzen können. In der Tat resultiert der kombinierte Ausfall von
APAF-1 in Kombination mit gleichzeitiger Überexpression von c-myc in einer hohen Rate
von Tumoren im Maussystem 12. Interessant ist in diesem Zusammenhang, dass kürzlich in
Melanomen die Inaktivierung von APAF-1 durch Promotormethylierung gezeigt wurde 244.
Inaktivierung von APAF-1 und Störung der Rekrutierung der Procaspase-9 kann ebenfalls mit
Resistenz gegenüber Zytostatika-induziertem Zelltod einhergehen 244,245. Ob dies von
Relevanz für das klinische Ansprechen von malignen Tumoren auf zytotoxische Therapien
ist, muß jedoch noch geklärt werden. Dies gilt auch für das SMAC/DIABLO Protein, das
während der Apoptose aus Mitochondrien freigesetzt wird und IAPs inhibiert, somit also
Apoptose-fördernd wirkt 67-70,246-248. Unklar ist jedoch noch, ob SMAC/DIABLO-Verlust mit
Therapieresistenz assoziiert ist.
Ebenso gibt es bisher kaum Hinweise für die Beteiligung von Caspase-Defekten an der
Therapieresistenz von Tumoren. Die Mutation des Caspase-3 Gens resultiert in der MCF-7
Mammakarzinomlinie in einer nahezu vollständigen Hemmung der Zytostatika- und
Bestrahlungs-induzierten Apoptose 249,250. Die Überexpression der Procaspase-3 kann diesen
resistenten Phänotyp überwinden 249. Ebenso vermag die Überexpression der Procaspase-3
eine erworbene Resistenz gegenüber Zytostatika-induzierter Apoptose in
Mammakarzinomzellen mit geringer Wildtyp-Caspase-3 Expression zu durchbrechen (s.u.).
250.
Die einzige Caspase, für die bisher eine signifikante Rate von Mutationen in Tumoren gezeigt
werden konnte, ist die Caspase-5, für die, wie auch für das Bax, APAF-1 und Bcl-10 Gen, bei
Tumoren mit defektem DNA-Mismatch-Reparatur-System in Folge von Lesefehlern und
„Verrutschen“ der DNA-Polymerase Mutationen beobachtet werden, die zur Verschiebung
des Leserasters führen 251. Mutationen der Caspase-10 hingegen wurden beim Canale-Smith
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Syndrom, einem mit Autoimmunität assoziierten lymphoproliferativen Syndrom (ALPS)
beschrieben und scheinen durch die Störung von Death-Rezeptor-Signalwegen an der
Entstehung dieses Syndroms ursächlich beteiligt zu sein 252-255. Hinweise auf Caspase-10
Mutationen in Tumoren liegen bisher allerdings nicht vor. Caspase-8 hingegen kann durch
Promotormethylierung, z.B. in Neuroblastomen, inaktiviert werden und dieser
Expressionsverlust scheint mit einem aggressiveren Verlauf der Erkrankung einherzugehen
256,257. Eigene Daten zeigten einen Defekt der Aktivität der Caspase-3 in rezidivierten
kindlichen akuten lymphoblastischen Leukämien 237 (s.u.). Bisher wurde jedoch außerhalb von
Zellinienmodellen bzw. den genannten Beispielen kein signifikanter Bezug zwischen dem
Expressionsniveau oder potentieller Mutation von Caspasen und der Tumorbiologie bzw. dem
Therapieansprechen von Tumoren nachgewiesen.
Eigene Ergebnisse:
4.1 Analyse des p53/Bax Signalwegs bei Patienten mit primär reseziertem
kolorektalen Karzinom: niedrige Bax-Expression ist ein negativer
prognostischer Faktor
Tumore des Kolorektums gehören zu den häufigsten Tumorerkrankungen in Europa und
Nordamerika. Das Auftreten ist, bis auf wenige familiäre Syndrome, sporadisch und nur bei
einem kleinen Teil der Patienten ist genetische Veranlagung die Ursache für die
Tumorentstehung wie z.B. beim HNPCC-Syndrom (hereditäres, nicht polypöses
Kolonkarzinom) bzw. dem FAP-Syndrom (familiäre adenomatöse Polypose des Kolons).
Erfolgt die Diagnose in einenm frühen Stadium, dann ist die Mehrzahl der Patienten durch
chirurgische Tumoresektion heilbar. Zur klinischen Prognoseabschätzung wird die
Klassifikation der UICC (union internationale contre le cancer) eingesetzt, die auf der TNM
Klassifikation aufbaut. Die 5-Jahres-Überlebensrate mit nodal negativem Kolonkarzinom
beträgt, je nach Studie und Stadium, 97 bis 63 %, wohingegen Patienten mit lokalem
Lymphknotenbefall ein 5-Jahres-Überleben von 74 bis 38 % aufweisen. Patienten mit
metastasierter Erkrankung versterben früh und die 5-Jahres-Überlebensrate ist unter 10%.
Ziel dieser Studie war, den prognostischen Wert der Bax-Expression und Mutation von p53,
einem Aktivator des Bax Gens bei Patienten mit primär behandeltem kolorektalem Karzinom
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zu untersuchen. Durchgeführt wurde eine retrospektive Analyse von Tumoren von 116
Patienten mit fortgeschrittenen Tumoren, d.h. im Stadium UICC III (59 Patienten) und IV (57
Patienten), die primär operiert wurden. Die Tumore wurden mittels Immunhistochemie für
Bax-Expression und mittels SSCP-PCR für p53-Mutationen untersucht. Das mediane
Gesamtüberleben des Kollektivs betrug zum Zeitpunkt der Analyse 17 Monate. Wie erwartet,
zeigten Patienten mit UICC III Stadium ein besseres medianes Überleben als Patienten mit
Stadium UICC IV: 69 Monate gegenüber 8 Monaten (p<0.0001). UICC III Tumore mit hoher
Bax-Expression waren mit einem deutlich besseren Gesamtüberleben assoziiert (p=0.009) im
Vergleich zu Tumoren mit niedriger Bax-Expression. P53-Mutation konnte bei UICC
Tumoren nicht signifikant zwischen gutem und schlechtem Überleben differenzieren. Durch
Kombination von Bax und p53 konnte jedoch eine Patientengruppe im UICC III Stadium mit
besonders schlechter Prognose identifiziert werden: Patienten mit Inaktivierung sowohl von
Bax als auch p53 zeigten das schlechteste Überleben (p=0.004). Bei der heterogenen
Patientengruppe im Stadium UICC IV hingegen zeigten weder Bax-Expression noch p53-
Mutation einen signifikanten Einfluss auf das Überleben.
Insgesamt zeigte diese Studie erstmals eine prognostische Bedeutung der Störung des
p53/Bax Signalwegs bei Patienten mit primärem kolorektalem Karzinom (Manuskript
eingereicht).
4.2 Analyse des p53/Bax Signalwegs in kolorektalen Karzinomen: Verlust
von Bax ist ein negativer prognostischer Faktor für Patienten mit
resezierten Lebermetastasen
Untersucht wurde in dieser Studie die prognostische Wertigkeit des Apoptose-Regulators Bax
bei 42 Patienten mit Lebermetastasen kolorektaler Karzinome. Alle Patienten unterzogen sich
einer Metastasenchirurgie mit kurativer Intention. Bei diesem Patientenkollektiv wurde
retrospektiv die Expression der Proteinexpression von Bax, p21, p53 mittels
Immunhistochemie und Bax- bzw. p53-Mutation mittels Fragmentlängen-Analyse bzw.
SSCP-PCR (single stranded conformational polymorphism-polymerase chain reaction)
analysiert.
Das mediane Gesamtüberleben betrug 41.1 Monate. Patienten mit starker zytoplasmatischer
Bax-Expression zeigten ein medianes Überleben von 53.6 Monaten gegenüber 30.3 Monaten
der Patienten mit niedriger Bax-Expression im Tumor (p=0.04). Dieser Unterschied wurde
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noch deutlicher bei Betrachtung von Patienten mit Wildtyp p53. Das mediane Überleben von
Patienten mit Wildtyp p53 und starker Bax-Expression im Tumor lag bei 53.9 Monaten,
wohingegen Patienten mit p53 Wildtyp und niedriger Bax-Expression ein medianes
Überleben von nur 23.3 Monaten zeigten (p=0.011). Die multivariate Analyse ergab, dass
niedrige Bax-Expression ein unabhängiger negativer prognostischer Faktor ist und Patienten
mit niedrigem Bax ein 4.9-fach höheres Risiko haben, früh zu versterben. Hingegen zeigten
p53-Expression und Mutation und p21-Expression keinen Einfluß auf den klinischen
Verlauf!48.
4.3 Analyse des p53/Bax/p16 Signalwegs beim Plattenepithelkarzinom des
Ösophagus: Hohe Expression von Bax und p16 identifiziert Patienten
mit guter Prognose.
In den oben beschriebenen Arbeiten konnte gezeigt werden, dass der Verlust der Bax-
Expression bzw. die kombinierte Inaktivierung von Bax und p53 ein negativer prognostischer
Faktor bei Adenokarzinomen des unteren Gastrointestinaltrakts ist. Um diese Studien
fortzuführen, wurden Plattenepithelkarzinome des Ösophagus für Inaktivierung von Bax und
p53 untersucht. Da für den Cyclin-abhängigen-Kinase-Inhibitor p16INK4a eine Kooperation mit
p53 im Zellzyklusarrest und in der Apoptose-Induktion gezeigt werden konnte, wurde die p16
Proteinexpression mittels Immunhistochemie untersucht und in die Überlebensanalysen
einbezogen. Durchgeführt wurde eine retrospektive Analyse von Tumoren von 53 Patienten
mit Plattenepithelkarzinom, bei denen unter kurativer Intention eine R0 Resektion des Tumors
geplant war. Bax, p53 und p16 wurden mittels Immunhistochemie untersucht, der p53-
Mutationsstatus wurde mittels SSCP-PCR bestimmt, Bax-Mutationen (Frameshift-Mutationen
im G8 Trakt) wurden mit Hilfe der Fragmentlängenanalyse von PCR-Produkten bestimmt.
Das mediane Gesamtüberleben des Patientenkollektivs betrug 13.7 Monate nach Operation.
Patienten mit hoher Bax-Expression zeigten ein medianes Überleben von 19.5 Monaten
gegenüber 8 Monaten bei Patienten mit niedriger Bax-Expression im Tumor (p < 0.005).
Ebenso war eine hohe p16-Expression mit einem medianen Überleben von 23.8 Monaten
verknüpft gegenüber 9.7 Monaten für Patienten mit niedriger p16-Expression im
Tumorgewebe (p=0.011). Das beste Überleben wurde in einer Untergruppe von Patienten
beobachtet, deren Tumore beide günstige Phänotypen zeigten, also sowohl intakte Bax als
auch p16-Expression (medianes Überleben 45.8 Monate). Der p53-Mutations- bzw.
Expressionsstatus konnte nicht zwischen guter und schlechter Prognose unterscheiden. Bax-
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Mutationen konnten, im Gegensatz zu kolorekatalen und Magenkarzinomen, nicht
nachgewisen werden. Zusammenfassend konnte bei dieser retrospektiven Analyse mit Hilfe
von Bax und p16 zwischen Patienten mit sehr guter (hohe Expression von Bax/p16) bzw.
schlechter Prognose (Verlust von Bax und/oder p16) unterschieden werden 239.
4.4 Mutation von p53 bei B-CLL: Bezug zu Vortherapie mit alkylierender
Chemotherapie, Krankheitsprognose und Einfluß auf Zytostatika-
induzierten Zelltod
Mutationen des p53 Tumorsuppressorgens werden bei etwa 10 % der Patienten mit
chronischer lymphatischer Leukämie vom B-Zelltyp (B-CLL) gefunden. Sowohl für B-CLL
Patienten mit p53-Mutation als auch für Patienten mit einer Deletion des Chromosoms 17p,
der chromosomalen Lokalisation des p53 Gens, wurde eine schlechte Prognose gezeigt.
Defekte des p53 Gens gehen in einer reihe von Tumormodellen mit einem schlechteren
Ansprechen auf zytotoxische Therapien, wie Chemotherapie und Bestrahlung, einher.
Allerdings entstammen die meisten dieser Daten Zellinienmodellen und nur wenige Berichte
konnten bisher einen solchen Effekt in primären Tumorzellen zeigen. So existierten keine
klaren Daten zum Einfluß von p53-Mutationen auf die Empfindlichkeit von CLL Zellen
gegenüber einem Panel therapeutisch eingesetzter Zytostatika und Bestrahlung. Aus diesem
Grund wurde der p53-Mutationsstatus von 138 Patienten bestimmt und mit dem
Chemosensitivitätsprofil für Alkylantien, Fludarabin, Anthrazykline, Steroide und Vincristin
von B-CLL Zellen verglichen. Chemosensitivität und Apoptose-Induktion in den CLL Zellen
wurde mit Hilfe eines sensitiven morphometrischen Tests, dem DISC Test, in vitro bestimmt.
Die Korrelation der p53-Mutation mit klinischen Daten ergab, dass p53-Mutationen bei den
Patienten nachgewiesen werden konnten, die zuvor eine Chemotherapie, und zwar mit
Alkylantien (Chlorambucil, Cyclophosphamid) erhalten hatten. Weiterhin ergaben die
Analysen, dass die Apoptose-Induktion durch Alkylantien, Bestrahlung und, zu einem
geringeren Grad, durch Fludarabin bei p53-mutierten Patienten gestört ist. Hingegen zeigten
sich keine signifikanten Unterschiede in der Antwort gegen Doxorubicin, Steroide und
Vincristin. Diese Analysen zeigen erstmals, dass Vortherapie mit Alkylantien mit dem
Auftreten von p53-Mutationen assoziiert sind. Mögliche Ursachen sind direkte Mutagenes
aber auch Selektion präexistenter, p53-mutierter Subklone. Diese Ergebnisse können
zumindest teilweise die Entwicklung von Resistenzen gegenüber Zweit- und Drittlinien-
Therapien erklären (Manuskript eingereicht).
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4.5 Das Rezidiv der akuten lymphatischen Leukämie des Kindesalters ist
mit einem Abfall der Bax/Bcl-2 Ratio und dem Verlust der spontanen
Caspase-3 Prozessierung in vivo assoziiert
Wie bereits diskutiert, ist die Störung des p53/Bax Signalwegs an der Tumorgenese,
Tumorprogression und der Entstehung von Therapieresistenz beteiligt. Die niedrige
Expression des Apoptose-induzierenden Bax korreliert mit erworbener Zytostatika-Resistenz.
Wie gezeigt, korreliert Bax-Verlust mit schlechterem Ansprechen auf Therapie und kürzerem
Gesamtüberleben bei Patienten mit soliden Tumoren. Basierend auf diesem Hintergrund
wurde der p53/Bax/Caspase-3 Signalweg bei gepaarten und ungepaarten Zellproben von
Kindern mit akuter lymphoblastischer Leukämie analysiert. Verglichen wurden Proben von
Patienten mit Primärdiagnose und von Patienten im Rezidiv der Erkrankung.
Die Analysen zeigten einen Verlust der Bax-Expression und einen Abfall der Bax/Bcl-2 Ratio
im Rezidiv im Vergleich zur initialen Diagnose (p = 0.013, Wilcoxon Signed Rank-Test für
gepaarte Proben, p = 0.0039, Mann-Whitney U-Test für ungepaarte Proben). Der Verlust der
Bax-Expression war nicht die Folge von Bax-Frameshift Mutationen des G8 Trakts im Bax
Gen und auch p53-Mutationen konnten als Ursache für den Bax-Verlust ausgeschlossen
werden. Die Analyse der Caspase-3 Expression zeigte den Verlust der spontanen Caspase-3
Prozessierung im Rezidiv. Während 9 von 14 (64%) der gepaarten Proben bzw. 37 von 77
(48%) der ungepaarten Proben spontane Caspase-3 Prozessierung als Ausdruck hoher
Apoptose-Empfindlichkeit zeigten, konnte dies bei keiner der gepaarten Proben und nur bei
einem Patienten (1 aus 34 Patienten (2.9%)) aus den ungepaarten Proben zum Zeitpunkt des
Rezidivs nachgewiesen werden. Inaktivierung von Bax korrelierte mit dem Verlust der
Caspase-3 Prozessierung. Diese Ergebnisse zeigen, dass zum Zeitpunkt des ALL Rezidivs
schwere Störungen des Apoptose-Signalwegs auf der Ebene von Bax und Caspase-3
auftreten, die möglicherweise ursächlich an der im Rezidiv beobachteten Therapieresistenz
beteiligt sind 237.
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5. Apoptose und zytotoxische Tumortherapien
Nahezu alle nicht-chirurgischen Tumortherapien basieren auf dem Prinzip, Zellzyklus-Arrest
oder Apoptose in Tumorzellen auszulösen. Hieraus wird verständlich, dass die Inaktivierung
zentraler Regulatoren dieser Signalwege mit Therapie-Resistenz verbunden ist. Jeder der
erwähnten Signalwege kann zur Resistenzentstehung beitragen, und die Defekte können auf
jeder Ebene der Signalwege auftreten.
Von besonderer Bedeutung für Therapieresistenz sind nach heutigem Erkenntnisstand die
folgenden Ereignisse: (1) Störung von Zelltod-Signalwegen. Letztere können durch
Funktionsverlust Zelltod-fördernder Gene oder Überaktivität Zelltod-hemmender Signale
entstehen. (2) Überaktivität von DNA-Reparatur-Mechanismen und (3) verstärkte Entgiftung
zytotoxischer Substanzen, z.B. durch Überexpression von entgiftenden Pumpenproteinen und
metabolischer Entgiftungs-Stoffwechselwege wie z.B. Glutathion-Konjugation. Die
Wertigkeit der einzelnen Signaldefekte ist derzeit Gegenstand intensiver Diskussionen.
Wie eine Vielzahl zellbiologischer Untersuchungen in vitro und im Tiermodell zeigte, ist die
Deregulation von Todesrezeptoren und deren Liganden kein wesentlicher Faktor beim
Zytostatika-induzierten Zelltod und der Entstehung von Therapie-Resistenz. So sterben
Zellen, in denen Rezeptor-vermittelte Apoptose-Signale mit Hilfe dominant negativer
Signalproteine blockiert wurde (z.B. dominant negativem FADD) genauso gut wie Wildtyp-
Zellen nach Gabe verschiedenster Zytostatika oder Bestrahlung 258-262.
Von zentraler Bedeutung für die Entstehung von Therapie-Resistenz ist aber die Inaktivierung
des p53-Signalwegs und der vor- und nachgeschalteten Regulatoren, also insbesondere von
DNA-Reparatur, Zellzyklus-Checkpunkt-Regulatoren und der nachgeschalteten Apoptose-
Signalkaskaden 206,263.
Ziel gegenwärtiger neuer Therapie-Ansätze ist daher, diese Resistenz-Mechanismen gezielt zu
durchbrechen bzw. zu umgehen. Die genaue Kenntnis der molekularen Grundlagen liefert
hierzu neue, erfolgversprechende Ansätze. In einigen dieser Situationen haben solche
Erkenntnisse zur Entwicklung bereits klinisch erfolgreicher, spezifischer Strategien geführt,
um den resistenten Phänotyp aufzuheben oder zu umgehen, wie z.B. im Fall der Taxane, die
bei p53-mutierten Tumoren gute Wirksamkeit zeigen, teils sogar besser zu wirken scheinen
im Vergleich zu p53-Wildtyp-Tumoren 264-269.
Ein besonders gutes Beispiel für den Erfolg einer solchen gezielten molekularen
Behandlungsstrategie ist aber die Hemmung der Abl-Kinase durch den Tyrosinkinase-
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Inhibitor STI-571 im Fall der chronischen myeloischen Leukämie (CML) und der bcr-abl
positiven akuten lymphatischen Leukämie (ALL) 270,271. Hierdurch werden Proliferations- und
Überlebenssignale, z.B. über den Ras-Signalweg 15 und die Akt-Kinase 272 spezifisch
abgeschaltet. Die malignen Zellen werden im Wachstum gebremst, sterben spontan oder
werden empfindlicher für weitere zytotoxische Therapien. Ähnliche Effekte konnten
mittlerweile auch für Hemmer des Ras-Signalwegs wie z.B. Farnesyltransferase-Inhibitoren
gezeigt werden 273-278. Allerdings sind auch bei Einsatz dieser Substanzen
Resistenzentwicklungen beobachtet worden 279-282.
Andere Ansätze zielen darauf, Signaldefekte in Tumoren, z.B. bei der Zellzyklusregulation
oder durch Überaktivität des EGF-Rezeptors spezifisch zu attackieren und hierdurch normale
Zellen vor zytotoxischen Nebenwirkungen zu schützen. Ein Beispiel hierfür ist der Einsatz
von Hemmern der Cyclin-abhängigen Kinasen, z.B. durch den Kinase-Inhibitor Flavopiridol
283 bzw. Tyrosinkinaseinhibitoren des EGF-Rezeptors 284-286. Diese Substanzen lösen
Zellzyklus-Arrest aus und können, wie auch STI-571, Tumor-spezifisch Apoptose auslösen.
Weitere Strategien zielen auf die Entwicklung niedermolekularer pharmakologischer
Substanzen, die mit Zelltodsignalwegen interagieren, z.B. mutiertes und hierdurch
missgefaltetes p53-Protein in eine funktionelle Form zurückfalten oder die Hemmung von p53
durch Mdm-2 durch Blockade der Bindungstaschen aufheben 287. Wieder andere Strategien
zielen auf die Inaktivierung von Bcl-2, z.B. durch Antisense-Oligonukleotide, die aktuell
bereits in klinischen Studien evaluiert werden, z.B. bei B-Zell-Lymphomen und dem
malignen Melanom 288-290. Weitere Therapieansätze wiederum zielen auf die direkte
Aktivierung des mitochondrialen Apoptosoms, z.B. durch Substanzen, die an den peripheren
Benzodiazepin-Rezeptor binden und mitochondriale Permeabilitätssteigerung auslösen 291,292,
oder Peptide mit Sequenzhomologie zur BH3-Domäne bzw. niedermolekulare Substanzen,
um hierdurch Bax und seine Homologen aus der Bindung an Bcl-2/Bcl-xL zu befreien 293-297.
Vergleichbare Ziele werden auch durch gentherapeutische Anätze verfolgt, in denen
Apoptose-fördernde und Zellzyklus-hemmende Gene mit Hilfe viraler Gentherapie-Vektoren
in Tumorzellen eingeschleust werden, um diese im Wachstum zu hemmen bzw. in die
Apoptose zu treiben.
Einige dieser Therapiestrategien zeigen bereits Wirksamkeit in klinischen Phase I/II Studien,
und es darf mit Spannung erwartet werden, wann sich dies in verbesserten Therapie-
Modalitäten für Tumorpatienten im klinischen Alltag niederschlagen wird.
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Wichtig für solche molekulare Therapien ist das genaue Verständnis der betreffenden
Signalwege. Biochemische und genetische Analysen haben in den letzten Jahren zu einem
erheblich verbesserten Verständnis der Apoptose-Signalwege beigetragen. Wesentliche
Aspekte dieser Signalwege sind in ihren Grundzügen aufgeklärt. Allerdings bestehen
erhebliche Divergenzen in der Literatur, welche Signalwege entscheidend und in welchem
Umfang zum Zelltod durch zytotoxische Tumortherapeutika beitragen. Dies gilt insbesondere
für die Rolle Rezeptor-vermittelter Apoptose-Signale und deren Stellenwert im Vergleich zu
mitochondrialen Signalen.
Die im Folgenden geschilderten Ergebnisse weisen auf den besonderen Stellenwert der
mitochondrialen Apoptose-Signalkaskade im Rahmen des Therapie-induzierten Zelltods und
der Prognose maligner Tumoren hin.
Eigene Ergebnisse
5.1 Aktivierung von Caspase-8 beim Zytostatika-induzierten Zelltod in B-
Lymphomzellen ist unabhängig von CD95 Rezeptor/Ligand
Interaktion und erfolgt im Signalweg unterhalb der Caspase-3
Aktivierung
In dieser Arbeit wurde die Aktivierung der Caspase-8, eines wichtigen Vermittlers im
„CD95“-Death-Rezeptor Signalweg, bei der Epirubicin- und Taxol-induzierten Apoptose von
B-Lymphomzellen untersucht. Diese Experimente wurden durchgeführt, da die funktionelle
CD95/Fas Rezeptor/Liganden Interaktion, die Rekrutierung des FADD Adaptermoleküls und
die konsekutive Aktivierung der Procaspase-8 von mehreren Autoren beim Zytostatika-
induzierten Zelltod von Tumorzellen gezeigt wurde. Tatsächlich konnte Aktivierung der
Caspase-8 in reifen und unreifen B-Lymphomzellen nach Behandlung mit Epirubicin oder
Taxol nachgewiesen werden.
Jedoch konnte in diesen Zellkulturen keine konstitutive oder induzierte Expression des
CD95/Fas Liganden nachgewiesen werden. Weiterhin konnte die Überexpression einer
dominant-negativen FADD-Mutante (FADDdn) die Aktivierung der Caspase-8 und
apoptotische DNA-Fragmentierung nicht blockieren. Dies zeigt, dass Caspase-8 Aktivierung
nach Zytostatika-Exposition unabhängig von CD95 und FADD erfolgt. Aktivierung der
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Caspase-3 ging der Aktivierung der Caspase-8 voraus. Dies legte nahe, dass Caspase-8
Aktivierung in B-Lymphomzellen ein sekundäres Ereignis ist und durch andere, zuvor
aktivierte Caspasen vermittelt wird. Diese Annahme konnte durch 2 experimentelle Systeme
bestätigt werden: (1) zDEVD-fmk, ein zellpermeabler Inhibitor der Caspase-3 blockierte die
Zytostatika-induzierte Caspase-8 Spaltung und (2) die Depletion der Caspase-3 aus
Zellextrakten verhinderte vollständig die Aktivierung der Caspase-8 in einem zellfreien in
vitro System nach Zugabe von Cytochrom c und dATP. Diese Ergebnisse belegen nicht nur,
dass der Zytostatika-induzierte Zelltod unabhängig von CD95 und seinem Liganden ist,
sondern deuten auch darauf hin, dass die Caspase-8 neben ihrer Funktion als Inducer-Caspase
beim Rezeptor-vermittelten Zelltod auch als im Signalweg nachgeschaltete Effektor-Caspase
wirken kann. In diesem Fall erfolgt die Prozessierung der Procaspase-8 zum aktiven
Holoenzym nach der Aktivierung der Mitochondrien und der Capase-3 258.
5.2 Bax-Expression korreliert mit zellulärer Zytostatika-Sensitivität
gegenüber Doxorubicin, Cyclophosphamid und Chlorambucil aber
nicht für Fludarabin, Cladribin oder Glukokortikoiden bei B-
zellulärer chronischer lymphatischer Leukämie
Neben der deregulierten Proliferation spielt bei der B-zellulären chronischen lymphatischen
Leukämie (B-CLL) die Akkumulation nicht-proliferierender maligner Zellen in Folge von
Apoptosedefekten eine wesentliche Rolle. Zytotoxische Tumortherapien wiederum aktivieren
Apoptosesignale, und die Störung solcher Signalwege resultiert in Therapieresistenz. Neben
gesteigerter Expression des Apoptose-hemmenden Bcl-2 Proteins kann Therapieresistenz, wie
bereits in soliden Tumoren gezeigt (s.o.), durch Verlust des Bax Proteins entstehen. Basierend
auf diesen Daten wurde daher das Expressionsniveau von Bax und Bcl-2 mit
Chemoresistenzprofilen von B-CLL Zellen korreliert. Hierfür wurden Tumorzellen von 39
Patienten mit B-CLL in vitro mit einem Panel von Zytostatika inkubiert. Apoptose-Induktion
und Dosiswirkungskurven wurden mittels eines morphometrischen Tests (DISC-Test)
bestimmt. Hohe Bax-Spiegel korrelierten mit Chemosensitivität für Anthrazykline,
Alkylantien und Vincristin. Hingegen wurde keine Korrelation zur Aktivität von
Nukleosidanaloga (Fludarabin, Cladribin) und Glukokortikoiden gefunden. Interessanterweise
ergab sich keine Korrelation mit dem bei B-CLL generell hohen Expressionsniveau von Bcl-
2. Hieraus ergibt sich, dass Bax ein wesentlicher Regulator für einige, aber nicht alle
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Zytostatika ist, die in der Therapie der CLL Anwendung finden. Neben dem besseren
Verständnis von Therapieresistenz-Mechanismen bei CLL liefern diese Daten eine erste
molekulare Rationale für die Gabe von Substanzen, die solche Apoptose-Defekte umgehen
können, wie z.B. die Nukleosid-Analoga, bei bestimmten Resistenz-Typen, wie z.B. dem
Verlust von Bax 50.
5.3 Expression des Zelltodgens Nbk/Bik sensibilisiert Glukokortikoid-
resistente T Lymphomzellen für Zytostatika-induzierte Apoptose und
hemmt Tumorwachstum in Mäusen mit schwerem kombiniertem
Immundefekt (SCID)
Die Beteiligung von Mitgliedern der Bcl-2 Genfamilie beim Zytostatika-induzierten Zelltod
wurde in einer Vielzahl von Systemen gezeigt. Bei B-Zellymphomen ist die hohe Expression
von Bcl-2 ein unabhängiger negativer prognostischer Faktor und die Überexpression von Bcl-
2 löst Resistenz gegen Zytostatika aus, da die Zytostatika-induzierte Apoptose gehemmt wird.
Umgekehrt war unklar, ob die Überexpression von Apoptose-födernden Mitgliedern der Bcl-2
Genfamilie Zytostatika-Resistenz durchbrechen kann. Als Modellsystem wurde die T-
Lymphomlinie H9 (CD3/CD4-positiv, CD8-negativ) verwandt, die Glukokortikoid-resistent
ist und kein endogenes Nbk/Bik (Natural born killer/Bcl-2 interacting killer) exprimiert.
Überexpression von Nbk in H9 Zellen erhöhte die Empfindlichkeit für Epirubicin, Taxol und
Etoposid um das 10- bis 39-fache. Weiterhin wurde die Sensitivität für Hitzeschock-
induzierte Apoptose gesteigert. Die komplette Hemmung des Tumorwachstums in einem
Xenotransplantationsmodell in SCID Mäusen legt nahe, dass Nbk/Bik, wie auch Bax, als
Tumorsuppressorgen wirken könnte 298.
5.4 Die Apoptose-fördernden Bcl-2 Homologe Bak und Nbk/Bik
überwinden Zytostatika-Resistenz in Mdr-1 negativen und Mdr-1
überexprimierenden Mammakarzinom-Zellinien
In dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob durch Manipulation der Apoptose-Signalkaskade
durch Überexpression Apoptose-fördernder Bcl-2 Homologe verschiedene Resistenztypen
durchbrochen werden können. Dies sollte in folgenden Modellen untersucht werden: (1) der
MT1-Adr Linie, in der die Aktivierung der mitochondrialen Apoptose durch hohe Spiegel an
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Bcl-2 gestört ist und (2) der MT3-Adr Linie, die P-Glycoprotein/Mdr-1 überexprimiert und
somit verschiedene Zytostatika aufgrund der hohen Aktivität dieses ATP-abhängigen ABC-
Transporters entgiften kann.
Die Überexpression des Apoptose-fördernden Bax Homologs Bak (enthält wie auch Bax eine
BH1, BH2 und BH3 Domäne) oder des BH3-only Proteins Nbk/Bik (enthält nur die BH3
Domäne und ist somit ein minimales „Apoptose-Modul“) revertierte, wie erwartet, den
resistenten Phänotyp der MT1-Adr Zellen. Während Bak die Resistenz vollständig aufhob,
konnte Nbk die Resistenz nur partiell revertieren. Weiterhin konnten sowohl Bak als auch
Nbk die Resistenz in MT3-Adr Mammakarzinom-Zellen für Epirubicin-induzierten Zelltod
teilweise aufheben. Weder die Aktivität der Mdr-1 Pumpe noch die Aufnahme der Zytostatika
in die Zelle wurde durch Bak oder Nbk/Bik verändert. Diese Ergebnisse zeigen somit, dass
Bak und Nbk nicht nur Defekte in der mitochondrialen Apoptose-Signalkaskade überwinden
können, sondern auch „klassische“ Zytostatikaresistenz durchbrechen, die durch verstärkte
Entgiftung und Efflux von Zytostatika vermittelt wird 299. Bak und Nbk könnten somit
Zielstrukturen zur Entwicklung neuer Tumortherapeutika darstellen 298.
5.5 Überexpression von Caspase-3 vermittelt Sensitivität für Zytostatika-
induzierten Zelltod in Mammakarzinomzellen mit erworbener
Zytostatikaresistenz
Analog zur Überexpression von Nbk und Bak in MT1-Adr Mammakarzinom-Zellen wurde
die Frage untersucht, ob die Überexpression von Caspase-3, einem zentralen Effektormolekül
in der Exekution der Apoptose, Mammakarzinom-Zellen mit erworbener Resistenz (MT1-
Adr) für Zytostatika-induzierten Zelltod sensibilisieren kann. Als Kontrollsystem wurden
MCF-7 Zellen verwandt, die aufgrund einer Mutation im Caspase-3 Gen die Expression von
Caspase-3 vollständig verloren haben. Während Casase-3-negative, kontrolltransfizierte
MCF-7 Zellen Apoptose-resistent gegenüber Epirubicin, Etoposid und Taxol waren, lösten
die gleichen Zytostatika starke Apoptose-Induktion und Fragmentierung der genomischen
DNA aus. MT1-Adr Zellen exprimieren nur geringe Mengen an Caspase-3 und zeigen nach
Behandlung mit Zytostatika keine intakte Casase-3 Aktivierung. Augrund der endogenen
hohen Bcl-2 Expression zeigen die MT1-Adr Zellen ebenfalls eine verminderte
Aktivierbarkeit der Mitochondrien, gemessen durch Messung des mitochondrialen
Membranpotentials. MT1-Adr Klone, die mit Hilfe eines retroviralen LSXN-Caspase-3
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Vektors transfiziert wurden und Caspase-3 2.8-fach überexprimierten, zeigten eine 3.7-fach
erhöhte maximale Caspase-3 Aktivierbarkeit nach Aktivierung in einem zellfreien in vitro
System. Procaspase-3 Überexpression war nicht toxisch und war auch nicht mit einer
erhöhten Hintergrundapoptose der Tumorzellen verbunden. Die Caspase-3 Transfektanten
zeigten jedoch eine höhere Empfindlichkeit für Zytostatika-induzierten Zelltod und erreichten
nahezu dieselbe Empfindlichkeit der Zytostatika-sensitiven MT1 Mutterlinie. Diese
Ergebnisse zeigen, dass die Überexpression von Procaspase-3 Zytostatika-Resistenz
durchbrechen kann und zwar auch in solchen Situationen, in denen die Aktivierung des
mitochondrialen Apoptosoms gestört ist 250.
6. Ausblick
Der Wissensfortschritt der letzten Jahre hat erste tiefgreifende Einblicke in die komplexen
Regelwerke geliefert, die Zellvermehrung, Zellüberleben und genetische Stabilität regulieren.
Diese Erkenntnisse haben vor allem eines gelehrt: die Zusammenhänge sind ungeheuer
komplex und werden durch eine Vielzahl, in ihrer Funktion bislang erst ansatzweise erkannter
Faktoren reguliert. Durch die Sequenzierung des humanen Genoms wird die Komplexität
durch die Identifikation weiterer Regulatoren in der nächsten Zukunft erst einmal weiter
erhöht.
Für die Entwicklung neuer, selektiver Therapiestrategien von Tumoren ist das genaue
Verständnis dieser regulatorischen Zusammenhänge zwischen Zellzyklus, Apoptose und
DNA-Reparatur Grundvoraussetzung. Durch die Entschlüsselung des humanen Genoms und
die Übertragung von Forschungsergebnissen aus anderen Organismen, wie beispielsweise den
Hefen, werden sich eine Vielzahl neuer Zusammenhänge ergeben, die auf einen rascheren
Fortschritt nicht nur im Verständnis der funktionellen Zusammenhänge, sondern auch neuer,
innovativer Therapien hoffen lassen.
Dennoch besteht Grund zum Optimismus: erste wichtige Regelwerke sind in ihren
Grundzügen erkannt. Durch die Sequenzierung weiterer kompletter Genome von z.B. C.
elegans, Hefen, und anderen Organismen und deren funktionelle Analyse in diesen
Modellorganismen werden bereits bekannte und auch neue Zusammenhänge und
Mechanismen auf den Menschen leichter zu übertragen sein. Gerade die Erkenntnisse aus der
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Hefegenetik haben wesentlich zum besseren Verständnis der Zellzyklusregulation und DNA-
Reparatur humaner Zellen und deren Störung in Tumoren beigetragen.
Dies ist die Basis für einen völlig neuen Forschungszweig: der vergleichenden und der
funktionellen Genomik, welche die nun geschätzten ca. 30000 bis 40000 Gene des humanen
Genoms in das funktionelle Regelwerk der genannten und auch neuer Signalwege bringen
wird. Hierdurch wird in den nächsten Jahren ein dramatischer Erkenntnisgewinn einsetzen.
Dieser Fortschritt wird uns mit geeigneteren Behandlungsmethoden und Therapiestrategien
ausstatten, um gezielt die Signal-defekte in malignen Tumoren bezüglich der Zellzyklus- und
Apoptose-Regulation zur Therapie dieser Erkrankungen zu nutzen.
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